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OZET

SUZME VE PETEKLI BALLARIN PESTIiSIT, NAFTALIN VE ANTIBIYOTIiK
KALINTILARI BAKIMINDAN KARSILASTIRILMASI

Erkan CAKAR
Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Fehmi GUREL

Nisan 2019; 38 sayfa

Bal, en dogal enerji yogun gidalardan biridir ve antik ¢aglardan beri insanlar
tarafindan basta saglik ve beslenme olmak iizere bir¢ok amag i¢in kullanilmaktadir. Buna
karsin, son yillarda hem bitkisel iiretimde hem de bal aris1 yetistiriciliginde verimliligi
artirma amaciyla kimyasallarin kullaniminda 6nemli artiglar olmustur. Art hastalik ve
zararlilarina karsi pestisit ve antibiyotik kullanim1 ve bal mumu giivesine kars1 naftalin
kullanimi balda kalintitya yol agmakta ve halk sagligi ve gida giivenligi agisindan
potansiyel bir risk olusturmaktadir. Bu ¢alismada bal 6rnekleri igerisindeki pestisit,
naftalin ve antibiyotik kalintilarini1 belirlemek ve siizme ve petekli bal 6rneklerini kalintt
icerigi bakimindan karsilastirmak amaglanmistir. Antalya ili Akseki ve Ibradi ilgelerinde
An Yetistiricileri Birligi’ne liye 15 aricidan alinan toplam 60 adet bal 6rneginde 331 adet
pestisit bileseni, 25 adet antibiyotik bileseni (Tetrasiklin ve Sulfonamid grubu) ve naftalin
kalinti analizi sivi kromatografi tandem kiitle spektrometre (LC-MS/MS) ve gaz
kromatografi kiitle spektrometre (GC-MS) cihazlar1 kullanilarak yapilmistir. Her bir
aricidan bir adedi eski bir adedi yeni olmak {izere toplam 30 dolu cergeve petekli bal
alinmis ve her ¢ergeve petekli bal ikiye ayrilarak yarisi siiziilmiis, yarist da petekli olarak
etiketlenmis ve analiz edilmistir. Analiz sonucunda higbir 6rnekte incelenen 331 adet
pestisit bileseni ve 25 adet antibiyotik bileseni kalintis1 bulunmamaistir. Yalniz ii¢ petekli
bal 6rneginde 3.0 pg/kg, 3.9 pgkg ve 8.9 pg/kg diizeyinde naftalin kalintis1 tespit
edilmistir. Ancak bu ti¢ 6rnek de Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebliginde naftalin i¢in belirtilen
10 ug/kg diizeyinin altinda naftalin igermektedir. Bu ii¢ naftalin igeren petekli bal
gergevelerinden alinan siizme bal 6rneklerinde naftalin kalintisina rastlanmamasi, petekli
ballarin siizme ballara gore naftalin kalintisi bakimindan daha fazla risk tasidigini
gostermektedir. Sonug olarak iilkemiz ballarindaki kalinti sorununun ¢6ziimiine aricilarin
egitimi, hizli ve ucuz kalinti analiz ve izleme tekniklerinin gelistirilmesi gibi bazi
uygulamalarin 6nemli katki sagladig1 anlasilmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibiyotik, Bal, Kalint1, Naftalin, Pestisit
JURI: Prof. Dr. Fehmi GUREL

Prof. Dr. Ayhan GOSTERIT
Dog. Dr. Askin GALIC



ABSTRACT

COMPARISON OF LIQUID AND COMB HONEYS FOR PESTICIDE,
NAPHTHALENE AND ANTIBIOTIC RESIDUES

Erkan CAKAR
M.Sc. Thesis in Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Fehmi GUREL

April 2019; 38 pages

Honey is one of the most natural energy-dense foods and has been used by human
beings since ancient times for many purposes mainly nutrition and health. However in
order to improve productivity, the use of chemicals has increased significantly during the
last decades both in plant production and in beekeeping. The use of pesticides and
antibiotics against to bee pests and diseases and naphthalene against to wax moth cause
significant residue problems in honey and constitute a potential risk for public health and
food security. This study was aimed to determine pesticide, naphthalene and antibiotic
residues in honey and to compare these residues in liquid and comb honeys. A total of 60
honey samples were collected by 15 beekeepers that are members of the Regional
Beekeepers Association in Antalya (Akseki-lbradi) and analyzed for 331 pesticide
compounds, 25 antibiotic compounds (tetrasiklin and sulfonamid) and naphthalene
residues using liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS). Two full frames of comb honey (old, dark
and fresh, white) were obtained by same beekeepers directly from the colony. Each full
frame of comb honey was divided into two portions to compare residue content between
comb honeys and liquid honeys. The first portion of honeycomb was extracted and the
second one retained original form. Residues of 331 pesticide compounds, and 25
antibiotic compounds were not detected in the analyzed honey samples. Only three comb
honey samples were contaminated with naphthalene at 3.0 pg/kg, 3.9 ng/kg, and 8.9
ug/kg. However, these naphthalene residues detected were below the maximum residue
limit (10 pg/kg) prescribed in the Turkish Honey Codex. The absence of naphthalene
residues in the liquid honey samples derived from these three contaminated comb honey
samples shows that comb honeys carry a higher risk of naphthalene residue than the liquid
honeys. In conclusion, some practices such as the training of beekeepers, development of
relatively quick and inexpensive residue analyze techniques and strict residue monitoring
systems have been effective to prevent residues in Turkish honeys.

KEYWORDS: Antibiotic, Honey, Naphthalene, Pesticide, Residue
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ONSOZ

Son yillarda hem diinyada hem de iilkemizde tiiketicilerin glivenilir gidaya
ulagmasi giderek zorlagmaktadir. Giivenilir gida denince akla ilk gelen tirlinlerden birisi
baldir. Ciinkii bal, tarih boyunca insanlar tarafindan dogalligindan siiphe duyulmadan,
sevilerek tiiketilen ve saglik koruma amacli da kullanilan bir iirtindiir. Balin yaninda diger
ar1 iirlinlerinden olan, polen, ar1 siitii, ar1 zehiri, balmumu gibi iirlinler de ¢esitli amaclarla
tiiketilmektedir. Ancak bal ve diger ar1 iriinlerinin iiretimi sirasinda bazi istenmeyen
kimyasal maddelerin temas1 s6z konusu olmaktadir. Bu kimyasal maddelerin basinda
bitki koruma amaciyla kullanilan pestisitler, ar1 hastalik ve zararlilar1 ile miicadelede
kullanilan pestisit ve antibiyotikler ve peteklerin siiziildiikten sonra saklanmasi sirasinda
mum giivesine kars1 kullanilan naftalin gelmektedir.

Bu tez c¢alismasinda bal {iireticilerinden alinan bal 6rneklerinde giincel analiz
yontemleri (LC-MS/MS ve GC-MS) ile pestisit, antibiyotik ve naftalin kalint1 i¢erikleri
belirlenmis ve kalint1 igerigi bakimindan siizme ve petekli bal 6rnekleri karsilagtirilarak
bu konudaki bilimsel veri eksikliginin giderilmesi ve tiiketici bilincinin artirilmasi
amagclanmustir.

Tez konusunun belirlenmesinde ve tezin hazirlanma siirecinin her agamasinda
bilgilerini, tecriibelerini ve degerli zamanlarini esirgemeyerek bana her firsatta yardimci
olan degerli hocam Sayin Prof. Dr. Fehmi GUREL’e tesekkiirii bir borg bilirim. Ayrica,
teze maddi kaynak saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne ve kalinti analizlerinin yapilmasindaki katkilarindan dolayi
Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’ne ve Ogr. Gor.
Taner ERKAYMAZ’ a tesekkiir ederim.

Son olarak tez c¢aligmasi boyunca her asamada yardimini esirgemeyen ve
destegiyle her zaman yanimda olan esim Aslihan CAKAR’a ¢ok tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Siizme ve Petekli Ballarin Pestisit,
Naftalin ve Antibiyotik Kalintilari Bakimindan Karsilastirilmasi1” adli bu c¢alismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigin belirtir, bu tez ¢alismasinda
bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS E. CAKAR

1. GIRIS

Aricilik, diinyada yapilan en eski tarimsal ugrasilardan birisidir. Arilarin
yeryliziinde milyonlarca yildir bulundugu ve aricilik tarihinin insanoglunun magara
yasami siirdiirdiigii on bin yil 6ncesine kadar uzandigr bilinmektedir. Art iirlinleri tarih
boyunca insanlar tarafindan dogalligindan siiphe duyulmadan, sevilerek tiiketilen ve
saglik koruma amaclh da kullanilan irlinler olmustur. Bu cergevede aricilik, bitkisel
kaynaklari, arty1 ve emegi bir arada kullanarak, insanin var olusundan bu yana beslenme,
saglik koruma ve sagaltma amaciyla kullanmaktan vazgegemedigi bal, polen, art siitii, ar1
zehiri, balmumu gibi {irtinler ile glinlimiizde ariciligin 6nemli gelir unsurlarindan olan ana
ar1, ogul, paket ar1 gibi canli materyal iiretme faaliyeti olarak tanimlanmustir (Firatli vd.
2000). Arlarin tozlasmadaki etkin rolii de diisiiniildiiglinde ariciligin tarim sektorii
icerisinde asla kiiciimsenmemesi geregi ortaya cikmaktadir. Ozellikle arilarin
tozlagsmayla bitkisel iiretime yaptiklari katkilarin anlagilmasi, dogal iirlinlere olan talebin
giderek artmasi ve aricilifin az sermaye ve diisiik girdi kullanimi ile topraga bagimli
olmadan yapilabilmesi gibi bir¢cok Ozellikleri nedeniyle giiniimiizde aricilik biitiin
diinyada yetistiriciligi yapilan ve 6zel olarak desteklenen bir tarimsal ugrasidir ve bir¢ok
iilkede profesyonelce yapilan bir meslek olarak algilanmaktadir (Giirel 2012).

Anadolu, diinyada ariciligin en eski ve en yaygin yapildigi merkezlerden birisidir.
Tiirkiye’nin cografik konumu, zengin florasi, farkli vejetasyon tipleri ve iklimsel
ozellikleri ariciligin geligerek siirdiiriilmesini saglamistir. Tirkiye, yaklasik 8 milyon adet
bal aris1 koloni varlig1 ve 115 bin ton yillik bal iiretimi ile giiniimiizde de ¢ok 6nemli bir
aricilik tlkesidir (Anonim 2018). Koloni sayisi bakimindan diinyada ikinci sirada
bulunan iilkemizde bu ar1 popiilasyonu bir taraftan florada devamlilig1 saglamakta ve
bitkisel liretimde verim ve kaliteyi arttirmakta diger taraftan ise bal ve diger tirtinleri ile
onemli bir gelir yaratmaktadir (Firatl vd. 2000). Ulkemizdeki yaklasik 150 bin adet tarim
isletmesinde bal aris1 kolonisi bulundugu tahmin edilmektedir. Aricilik, bunlardan 50 bin
adedinde isletme gelirini artiric1 bir yan gelir kaynagi olarak, 10-15 bin adedinde ana gelir
kaynagi ve profesyonel bir meslek olarak, geri kalaninda ise hobi amacgh ve aile
tiketimini karsilamak icin yapilmaktadir (Kumova ve Korkmaz 2001). Tiirkiye sahip
oldugu aricilik potansiyelini yeteri kadar degerlendirememekte ve aricilikla ilgili en
onemli sorunlari koloni basina yaklagik 14-15 kg bal tiretimi ile verimlilikte, nitelikte ve
uluslararas1 standartlara uygun iiretim konularinda yasamaktadir. Damizlik materyal,
hastalik ve zararlilarla miicadele, teknik bilgi ve egitim, organizasyon, orgilitlenme, yasal
diizenlemeler gibi ¢ok sayida etmen verimlilik ve kaliteyi etkilemektedir (Dogaroglu
2009). Tarimsal tiretimde verimi artirmak amaciyla Ozellikle son geyrek yiizyilda
gelistirilen teknik ve uygulamalar hem bitkisel iiretimde hem de bal aris1 yetistiriciliginde
kimyasal madde kullanimini artirmistir. Bu nedenle giinlimiizde bal arilar1 daha yogun
bir sekilde kimyasal maddelerin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir. Hastalik ve
zararlilar ile miicadele etmek i¢in pestisit ve antibiyotik kullanimi ar1 iiriinlerinde kalint1
sorununu glindeme getirmistir. Tiirkiye’ de ruhsath ilaglarin yani sira ruhsatsiz ¢ok sayida
ilag kontrolsiiz bir sekilde kullanilmaktadir. Hastaliklara karsi miicadelede ruhsath
ilaglarin kullanilmasinda bile ¢ok uzun siireli uygulama, doz asimi, nektar akimi
doneminde uygulama gibi islemler sonucunda insanlarin tiiketimine sunulan balda
istenmeyen bulagmalar olmaktadir. Ayrica iilkemizde peteklerin korunmasi i¢in gegmis
yillarda yaygin olarak kullanilan naftalin uygulamasi da balda istenmeyen kalintiya yol
acmistir. Piyasada oldukca fazla tagsis edilmis ve kalinti iceren bal bulunmaktadir.



GIRIS E. CAKAR

Tiirkiye, bal tiretimi bakimindan diinyada ilk bes iilke arasinda yer almasina karsin, balda
yasanan kalint1 sorunu balin saf, dogal iiriin 6zelliginin kaybolmasina yol agmakta ve i¢
tiketim ve digsattmini da gii¢lestirmektedir (Gtirel 2012, 2015).

Kiltiir bitkileri yetistiriciliginde hastalik ve zararlilara kars1 kullanilan
kimyasallar dolayli olarak bal aris1i kolonilerini etkilemektedir. Tarimsal miicadele
amaciyla kimyasal ila¢ kullaniminin; insana, dogal cevreye ve gida giivenligine olasi
olumsuz etkilerini en aza indirecek sekilde kontrollii, uygun dozlarda ve bitkinin
fenolojisine uygun sekilde yapilmas: gerekmektedir. Ulkemiz bal aris1 yetistiriciliginde,
siklikla tarim ilaglarinin olumsuz etkileri yasanmakta ve zaman zaman kimyasal
ilaclamalardan kaynakli ¢ok miktarda ar1 6liimleri goriilmektedir. Ayrica bu kimyasallar
bal arilarinin besin kaynaklar1 olan nektar ve polene bulagsmakta ve kovana taginarak ar1
tiriinlerinde kalintiya yol agmaktadir. Bu nedenle, baz1 zehirli ilaglara karsi ¢ok hassas
olan bal aris1 kolonilerini yasatmak ve ekonomik dl¢ekte verim almak giiglesmektedir.
Ormegin Akdeniz ve Ege bolgelerinde ilkbaharda baslatilan narenciye miicadelesi, yazin
stirekli tekrarlanan pamuk ilaglamalari, zeytin sinegi miicadelesi, Orta Anadolu’da kimil
ve yabanci ot ilaglamalari, Karadeniz bolgesinde findik kurdu ve musir ilaglamalari,
ilkemizin bir¢ok bolgesinde meyve bahgelerinde yapilan bireysel ilaglamalar gerek sabit
gerekse gezginci aricilarimizi olumsuz yonde etkilemekte ve ar1 iiriinlerinde kalintiya yol
acabilmektedir (Tutkun ve inci 1992).

Bal aris1 kolonileri ¢ok sayida i¢ ve dis parazitler, protozoa, virlis, bakteri gibi
hastalik yapan organizmalar (patojenler) tarafindan etkilenmekte ve bu patojenlerle
miicadele edilmedigi zaman bal ve diger ar1 irlinleri lretiminde biiyiikk kayiplar
yasanmaktadir. Bu nedenle hem diinyada hem de iilkemizde bal aris1 hastalik ve
zararlilartyla miicadele amaciyla kimyasal ilaglar yogun olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Ancak kimyasal ilaglarin kullanilmasiyla bir taraftan kullanilan ilaglara
kars1 direng gelismis ve ilaclarin etkinligi azalmis diger taraftan bal ve ari {irtinlerinde
olusan ilag¢ kalintilar1 insan saghig1 agisindan biiyiik sorun yaratmistir. Ulkemize yaklasik
40 y1l 6nce giren varroa akar1 zaman iginde tiim {ilke kolonilerine yayilmis ve biiyiik
ekonomik kayiplara yol agmistir. Biyolojik, kiiltiirel ve kimyasal miicadele yontemleri
denenmesine karsin lilkemiz aricilar1 yaygin bir sekilde bu akarla miicadele amaciyla
kimyasal ila¢ kullanmaktadirlar. Balda kalintiya yol acan etmenlerin basinda bu akarla
miicadele amaciyla kullanilan kimyasal maddelerdir gelmektedir. Varroa miicadelesi i¢in
gelistirilmis ¢ok sayida ruhsatli ila¢ olmasina karsin ruhsatsiz ¢cok sayida ilag kontrolsiiz
bir sekilde kullanilmaktadir (Tutkun ve Inci 1992). Hastaliklara kars: miicadelede ruhsatl
ilaglarin kullanilmasinda bile ¢ok uzun siireli uygulama, doz asimi, nektar akimi
doneminde uygulama (uygulamadan hemen sonra bal hasadi) gibi islemler sonucunda
insanlarin tiiketimine sunulan balda arzu edilmeyen bulagmalar olmaktadir. Bahsedilen
paraziter hastaliklarin yaninda 6nemli bir sorun da arilarin yavru hastaliklar1 igerisinde
cok bulasici, ihbar1t mecbur ve en tehlikeli bakteriyel hastaliklardan birisi olan Amerikan
yavru clirtikliigii hastaligidir. Bu hastalikla miicadele sirasinda bazi aricilar yasak
olmasina ragmen antibiyotik kullanmakta, kullanilan bu antibiyotikler balda ve petekte
kalint1 birakmakta ve insan sagligmi tehdit etmektedir. Bu nedenle son yillarda
uluslararasi bal ticaretinde en ¢ok dikkat edilen ve incelenen 6zelliklerden birisi de balda
antibiyotik kalintisidir. Antibiyotik kullaniminin kesinlikle yasak olmasi ve bu konuda
cezail yaptirimlar olmasina karsin zaman zaman ballarda antibiyotik kalintis1 ¢itkmaktadir
(Derebasi vd. 2014; Saygil1 2017)
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Balda kalintinin diger bir kaynagi da bos petekleri korumak i¢in kullanilan
naftalindir. Sonbaharda petekli ballar siiziildiikten sonra uygun olmayan kosullarda
muhafaza edilen kabartilmis bos peteklere mum giivesi onemli zararlar vermektedir. Bos
petekleri korumak ic¢in naftalin uygulamast ge¢mis yillarda yaygin bir sekilde
kullanilmistir. Naftalin ¢ok tehlikeli kanserojen bir maddedir ve bal mumu tarafindan
emilip uzun siire muhafaza edilmektedir. Bos petekler yeniden koloniye verildiginde
icerdikleri naftalin bala gegmektedir. Ayrica eritilen eski peteklerdeki naftalin kalintilar
da yeni muma ve temel peteklere gegmektedir. Bu nedenlerle aricilikta naftalin kullanimi
yasaklanmistir. Kabartilmis petekleri mum giivesinden korumak i¢in petekleri soguk hava
depolarinda muhafaza etmek gibi zararsiz yontemler bulunmasina ragmen zaman zaman
az da olsa naftalin kalintili ballara rastlanmaktadir (Tutkun ve Inci 1992; Giirel 2012).
Ulkemiz bal tiiketicileri igin ilave bir risk de Tiirkiye’ye 6zgii olarak petekli bal
tiketiminin diger iilkelere oranla oldukca yaygin olmasidir. Petekli bal satis1 bazi
tilkelerde yasaklanmistir ve birgok iilkede de yaygin olarak siizme bal tiiketilmektedir.
Tiirkiye bal mumu tiretim miktari yillara gore (2005-2017) degismekle birlikte 4000-4500
ton arasindadir. Son 10 yilda iginde bal {iretiminde yaklagik % 25 artis saglanmistir
(Anonim 2018). Petekli bal iiretiminin ve arili kovan sayisinin da siirekli arttigi
diisiiniildiiginde bal mumuna olan talep de siirekli artmaktadir. Bu nedenle Tiirkiye
biiyiilk miktarda bal mumu ithal etmektedir. Sanayi {irlinii olarak ithalati yapilan ve
kontrol edilmeyen balmumlarinda bazi kalint1 ve hastalik etmenleri de bulunabilmektedir.

Son yillarda uluslararasi bal ticaretinde de en 6nemli konuyu kalint1 igeren ballar
olusturmaktadir. En fazla bal ihracati yapan iilke olan Cin’ in bal ihracatina da kalinti
iceriginden dolay1 sinirlamalar getirilmektedir. Bu nedenle son yillarda bal arisi
trlinlerinde kalinti belirlenmesine yonelik arastirmalar artmistir. Kalinti  analiz
tekniklerindeki gelismeler de daha giivenilir ve hizli sonuglarin elde edilmesini
saglamistir. Tiirkiye’nin yillik bal iiretimi 100000 ton’un {izerindedir. Tiirkiye’nin yillik
bal ihracati yillara gore, toplam bal iiretiminin % 1-5 arasinda degisim gostermektedir
(Anonim 2018). Diinyada koloni sayisi bakimindan 2. sirada bulunan {ilkemiz ihracatta
cok gerilerde yer almaktadir. Antibiyotik, pestisit, naftalin kalintilar1 gegmis yillardaki
bal ihracatimizda 6nemli sorunlar yaratmistir. Bu nedenle hem i¢ tiiketim hem de dis
satim i¢in giincel analiz teknikleri ile balda kalinti durumunun arastirilmasi ve kalinti
sorununun ¢oziimiine katki saglayacak onlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Ulkemizdeki ballarda kalinti miktarinin azaltilmasi igin yogun c¢aba sarf
edilmektedir. Antibiyotik ve naftalin kullanimi yasaklanmustir. Ulkemizde, Avrupa
Birligi uyum yasalar gergevesinde treticilerin orgilitlenmesi ve kayit altina alinabilmesi
amaciyla an yetistiricileri birlikleri ve merkez birligi kurulmus, {liretilen iiriinlerin biitlin
stireglerde denetlenebilmesi icin de ABD ve Avrupa Birligi ilkelerindekine benzer
sekilde hazirlanan bal teblig ve bal eylem plani uygulamaya konulmustur (Anonim 2012).
Bal tebliginde temel petek, bal mumu ve balin tanim1 ve igerigi, balin naftalin, antibiyotik.
ticari glikoz ve nisasta icermeyecegi, bala higbir katki maddesi katilamayacagi, balda
bulunabilecek maksimum pestisit kalint1 miktarlar1 ve baldaki veteriner ilaclari tolerans
diizeyleri, balin ambalajlanmasi, etiketlenmesi, tasinmasi, depolanmasi ve tescil ve
denetimine iliskin hiikiimler acik olarak belirtilmistir. Biitiin bu gelismelere karsi iilkemiz
aricilik sektorii, verimlilik ve uluslararas: standartlarda tiretim konusundaki sorunlarini
heniiz ¢6zememistir. Son yillarda yaygin bir sekilde goriilen ¢esitli yontemlerle dogal
yapisina miidahale edilmis (tagsis edilmis) ballar ve kalint1 iceren bal iiretimi hem i¢
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piyasada hem de ihracatta 6nemli sorunlara yol agmaktadir. Ayrica tiiketiciler biitlin
ballara siiphe ile bakmakta ve bu yiizden balin saf, dogal imaji bozulmaktadir. Insan
sagliginin korunmasi amaciyla Tirk Gida Kodeksi’nde verilen limitlerin {izerinde
bulunan veya izinsiz kullanilan veteriner ilaglar1 balda gida giivenligini tehlikeye
atmaktadir. Yasal mevzuatin uygulanmasi biiylik 6l¢iide mesleki orgiitlenme ve meslegin
etik ilkelerinin ¢ok iyi kavranmasi ile olacaktir. Etkin denetim sistemi ve bilimsel
caligmalar sorunun ¢oziimiine katki saglayacaktir (Giirel 2012, 2015).

Bu tez ¢alismasinda Antalya ili Akseki ve Ibradi ilgelerinde Ar1 Yetistiricileri
Birligi’ne kayitli en az 30 kovana sahip ticari olarak bal iiretimi yapan aricilardan alinan
toplam 60 adet bal 6rneklerinin giincel analiz teknikleri (LC-MS/MS ve GC-MS) ile
pestisit, antibiyotik ve naftalin kalinti iceriklerini belirlemek amaglanmistir. Ayrica
siizme ve petekli bal orneklerini kalint1 igerigi bakimindan karsilagtirmak amaciyla
ornekleme yapilirken her bir aricidan bir adedi eski bir adedi yeni olmak iizere toplam 30
dolu ¢erceve petekli bal alinmis ve her ¢ergeve petekli bal ikiye ayrilarak yarisi siiziilmiis,
yarisi da petekli olarak etiketlenmis ve analiz edilmistir. Petek dogal yapisindan dolay1
pestisit, antibiyotik ve naftalin kalintilarin1 emen ve depolayan bir {iriindiir. Bu nedenle
petekli ballarda kalint1 iceriginin daha fazla olmas1 beklenir. Benzer sekilde koyu renkli
petekler kovanda daha uzun siire kaldig1 i¢in acik renkli (yeni) peteklere oranla daha fazla
kalint1 riski tagimaktadir. Ancak yapilan kaynak taramasinda slizme ve petekli ballarin
pestisit, antibiyotik ve naftalin kalintilar1 bakimindan karsilagtirilmasi ve petekli ballarda
da koyu (eski) ve acik renkli (yeni) petekli ballarda kalinti miktarinin durumu konusunda
calismaya rastlanmamistir. Calismanin bu konudaki bilimsel veri eksikliginin
giderilmesine ve tiiketici bilincinin artirilmasina da katki yapmasi beklenmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Balin Tanim ve Icerigi

Yiirirlikteki Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligine gore (Teblig No: 2012/58) bal;
bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlari
lizerinde yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal aris1 tarafindan toplandiktan
sonra kendine 6zgili maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini diigtirdiigii
ve petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal iiriin olarak tanimlanmistir. Bala gida katki
maddeleri de dahil olmak {lizere disaridan higbir madde katilamaz. Balin dogal
bilesiminde bulunmayan organik ve/veya inorganik maddelerden ari olmasi gerekir. Balin
tad1 ve aromasi, kaynagina ve iiretildigi bitkinin tiirine bagli olarak degismekle birlikte,
bal kendine 6zgii koku ve tada sahip olmasi gerekir. Kodekste ballar kaynagina gore, bitki
nektarindan elde edilenler ¢igek veya nektar bali olarak bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlar1 iizerinde yasayan bitki emici bdceklerin
salgilarindan elde edilenler ise salgi bali olarak siniflandiriimaktadir. Uretim ve/veya
pazara sunulus sekline gore ise ballar; petekli bal, siizme bal, petekli siizme bal, sizma
bal, pres bal, filtre edilmis bal olarak siniflandiriimaktadir (Anonim 2012). Balin tagimasi

gereken diger 6zellikleri ise Cizelge 2.1. de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Tiirk Gida Kodeksine gore ballara ait baz1 6zellikler

Cicek Bah Salg1 Bah Cicek ve Salg1
Balh Karisim

Nem (en fazla) % 20 % 20 % 20
Sakaroz 50/100 g 50/100 g 5g/100 g
(en fazla 10g/100g (yonca, 10g/100g Cam balt

narenciye, akasya
Fruktoz +Glukoz (en az) 100 g’da 60 g 100 g’dad45 g 100 g’da 45 g
Fruktoz / Glukoz 09-14 1,0-1,4 1,0-1,4
Suda ¢6ziinmeyen madde (en 0,19/100¢g 0,19/100¢g 0,19/100 g
fazla)
Serbest asitlik (en fazla) 50 meq/kg 50 meq/kg 50 meq/kg

Elektrik iletkenligi

En fazla 0,8 mS/cm

Enaz 0,8 mS/cm

En fazla 0,8 mS/cm

Diastaz sayisi (en az)

8

8

8

HMF (en fazla) 40 mg/kg 40 mg/kg 40 mg/kg
Balda protein ve ham bal delta -1,0 veya daha -1,0 veya daha -1,0 veya daha
Cl13 degerleri arasindaki fark pozitif pozitif pozitif
Balda protein ve ham bal delta %7 %7 %7
Cl13 degerlerinden hesaplanan C4
sekerleri orani (en fazla)
Prolin miktar1 (en az) 300 mg/kg 300 mg/kg 300 mg/kg
180 mg/kg
(1thlamur,
narenciye,
okaliiptus)
120 mg/kg
(biberiye, akasya)
Naftalin miktari (en fazla)* 10 ppb 10 ppb 10 ppb

* Naftalin miktar1 bal mumunda 10 ppb den fazla olamaz
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Bal ¢ogunlugu karbonhidratlar ve sudan olusan tatli bir gidadir. Friiktoz ve glikoz
bal karbonhidratlarinin %85-90’1n1 olusturur. Bunlarin disinda ¢ok ¢esitli diger sekerler
de bulunmaktadir. Balda ayrica az miktarda organik asitler, proteinler, aminoasitler,
aroma maddeleri, mineral maddeler, enzimler, vitaminler de bulunmaktadir. Bal yaklasik
%1 oraninda aminoasit igerir. Balda en fazla bulunan aminoasitler prolin, glutamik asit,
alanin, fenilalanin, triozin, 16sin, izoldsin dir. Toplam aminoasit miktarinin %50-%80'ini
prolin olusturmaktadir. Balin bilesimi biiyiik 61¢iide nektarin bilesimine ve hava kosullari,
hasat ve bal siizme, isleme sirasindaki uygulamalar, depolama siiresi ve kosullar1 gibi
diger faktorlere bagli olarak degisim gostermektedir. Balda bulunan baslica enzimler
invertaz, glikoz oksidaz ve diastaz’ dir (Davies 1978; White 1978).

2.2. Balda Kalinti Calismalar

Bal, besleyici ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle yiiksek talep goren bir gida
maddesidir. Bununla birlikte hem ar1 yetistiriciliginde hem de bitkisel iiretimde kullanilan
pestisitler ve diger veteriner ilaglari balin kalitesini ve gida giivenligini olumsuz
etkilemektedir. Gida {iretiminde artan talep nedeniyle son yillarda hem pestisitlerin hem
de diger ilaglarin kullanim1 6nemli 6l¢iide artmistir. Bu nedenle baldaki pestisit ve diger
kalintilarin belirlenmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi olduk¢a onemlidir. Pestisitler
konusunda yapilan ilk ¢aligmalar diinyada 1940’11 yillarda, tilkemizde ise 1950’1 yillarda
baglamistir (Acar 2015). Bal ve diger ar iriinlerinde pestisit ve diger kalintilarin
belirlenmesine yonelik caligmalara ise daha sonraki yillarda baslanmistir. Bal ve diger ar1
tiriinlerinde bulunan pestisit, naftalin ve antibiyotik kalintilarinin belirlenmesine yonelik
Tiirkiye’de yapilan ¢caligsmalar tezin tartigma boliimiinde degerlendirilmistir. Yurt disinda
bu konuda son yillarda yapilan ¢aligsmalarin bir boliimii ise asagida dzetlenmistir.

Blasco vd. (2003) Portekiz ve Ispanya’daki yerel pazarlardan toplanan 50 bal
ornegini 42 pestisit kalintis1 bakimindan incelemislerdir. Orneklerin’ % 20 sinde DDT ve
metabolitleri, % 10’ nunda carbamatlar, % 4 ‘tinde primicarb ve % 2 sinde carbaryl tespit
edilmistir.  Organofosforlu pestisitlerden heptenopos bal 6rneklerinin % 16’ sinda,
methidathion % 4’ iinde ve parathion methyl % 2’ sinde tespit edilmistir. Sonuglar
Portekiz ballarmin Ispanyol ballarma gore daha fazla pestisit kalintis1 igerdigini
gostermistir. Benzer sekilde Eissa vd. (2014) Misir’da 9 bolgedeki 18 ariliktan toplanan
bal 6rneklerinde 46 organochlorine, organophosphorous, pyrethroid, ve organonitrogen
pestisit kalintilarin1 incelemislerdir. Incelenen pestisitlerin % 56 s1 bal &rneklerinde
saptanmistir. En fazla saptanan pestisitler organochlorine, organophosphorous grubuna
ait bulunmustur. Orneklerde en fazla saptanan pestisit varroa miicadelesinden dolay:
dicofol olmustur (%38.9). Varroa miicadelesinde kullanilan diger akarasitler de
(bromopropylate, tetradifon, malathion vd.) tespit edilmistir. Hastaliklara kars1 kullanilan
kimyasallarin tiretilen balin ana kirleticisi oldugu saptanmistir. Tespit edilen pestisitlerin
% 81’ i Avrupa Birligi maksimum kalint1 seviyesinin {izerinde bulunmustur. Farooqi vd.
(2015) ise Pakistan’in Pencap bdlgesinde bal arilari tarafindan iiretilen saf bal
orneklerinde alt1 insektisit (imidacloprid, acetamaprid, cypermethrin, deltamethrin,
chlorpyrifos and endosulfan ) kalintisint HPLC yontemi kullanarak ¢oklu kalini analiz
yontemi ile tespit etmislerdir. Bal 6rneklerinde en ¢ok imidacloprid bileseni tespit edilmis
ancak biitlin bal 6rneklerinde tespit edilen degerler maksimum kalint1 limitlerinin altinda
kalmis ve insan saghigini tehdit etmeyecek diizeyde bulunmustur. Irungu vd. (2016) de
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Afrika’nin en biiyiik bal {ireticisi iki iilke olan Kenya ve Etiyopya ‘da perakende satisa
sunulan toplanan 28 bal 6rneginde 96 pestisit kalintisini incelemisler ve bal 6rneklerinde
saptanan toplam 17 pestisitin maksimum kalinti limitlerinin 10 kat altinda oldugunu
belirlemislerdir. Yalniz malathion kabul edilebilir maksimum kalint1 limitlerinin 2 kat
iistiinde saptanmuistir.

Chauzat ve Faucon (2007) Fransa’nin 5 bolgesinden 125 bal arisi kolonisinden
toplanan bal mumu oOrneklerinde 16 insektisit ve akarisitle 2 fungusitin kalintisini
incelemisglerdir. Bunlardan 14’ i bal mumu 6rneklerinde saptanmistir. Tau-fluvalinate,
coumaphos and endosulfan en ¢ok tespit edilen kalintilar olmuslardir (sirasiyla,% 61.9,
52.2 ve 23.4). En yiiksek ortalama miktar coumaphos da saptanmistir (792.6 ugkg—1).
Cypermethrin, lindane ve deltamethrin kalintilar1 sirasiyla % 21.9, 4.3 ve 2.4 oraninda
saptanmustir. Calatayud vd. (2017) Ispanya’da 2016 yil1 boyunca aricilardan toplanan bal
mumu tirtinlerinde pestisit kalintilarini incelemislerdir. Toplam 35 6rnek, temel petek,
kabartilmis petek, eski petek ve sir olmak {izere gruplandirilmis ve pestisit icerigi
bakimindan karsilastirilmistir. Bal mumu 6rneklerinde QUEChERS ekstraksiyonu ve sivi
kromatografi kiitle spektrometresi (LC-MS / MS) ile 58 pestisit veya bunlarin par¢alanma
tiriinleri taranmistir. Bal mumu orneklerinde insektisit ve fungusit kalintilar1 daha az
oranda akarasitler ise daha fazla oranda saptanmistir. Pestisit kalinti miktar1 en azdan ¢oga
dogru temel petek, sir, kabartilmis petek ve eski petek olarak siralanmigtir. Akarasit
olarak yaygin kullanilan bilesikler; coumaphos (% 100), fluvalinate (% 86) ve amitraz (%
83) olmustur ve sirasiyla 26858, 3593 ve 6884 ng-g—1, diizeyinde saptanmistir.
Chlorfenvinphos, acrinathrin ve flumethrin diger tespit edilen akarasitler olmustur ve
goriilme yiizdeleri sirasiyla % 77, 71 ve 54 diir. Arastirmacilar bal mumu igindeki
pestisitlerin incelenmesinin aricilar tarafinda uygulanan kimyasal ilaglarin ve bal
arilarinin maruz kalabilecegi kotii ¢evre kosullarinin izlenmesinde miikemmel bir arag
oldugunu belirtmislerdir. Bati Avustralya’da genetigi degistirilmis ve degistirilmemis
kanola bitkilerinde tozlasma yapan bal aris1 kolonilerinden toplanan 240 adet ar1 ekmegi,
polen, bal ve bal mumu 6rneklerinde 14 kimyasal bilesigin kalintis1 incelenen arastirmada
ornek basia 1.22 kimyasal bilesen saptanmis en fazla kimyasal bilesen 2.31 ile polende
tespit edilmis bunu ar1 ekmegi (1.69) balmumu (1.43) ve bal (0.32) izlemistir. Ar1 irlinleri
orneklerinde tespit edilen en yaygin kimyasal bir herbisit olan atrazine olmustur bu
bilesigi bir insektisit olan chlorpyrifos izlemistir (Manning 2018). Lozano vd. (2019)
Ispanya’nin Endiiliis bolgesinde kirsal ve ormanlik alanlarda bulunan kovanlardan
topladiklar1 balmumu, ar1 ekmegi ve bal orneklerinde kimyasal kalinti varligmi ve
dagilimini inceledikleri ¢alismada LC-MS / MS ve GC-MS / MS cihazlar1 kullanarak
orneklerde 322 kimyasal bilesigi incelemislerdir. Varroa’ ya karsi kullanilan akarasit
bilesiklerinden coumaphos ve amitraz 1 iki bileseni (DMF ve DMPF) cogunlukla bal
orneklerine oranla bal mumu ve ar1 ekmegi Orneklerinde daha yiiksek degerlerde
saptanmistir. Bal 6rneklerinde coumaphos, DMF ve DMPF sirastyla 6-36 pg.kg—1; 45—
541 pg.kg—1; 15-107 pg.kg—1, diizeyinde tepsi edilmis ve bir 6rnek disinda digerleri
Avrupa Birligi limitlerinin altinda bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanilan bal materyali ve 6rnekleme

Projede Akdeniz Bélgesi’nde bal iiretimin yogun yapildigi Akseki ve Ibradi
ilgelerine ait yaylalardan Agustos (2017) — Eyliil (2017) aylarinda Ar1 Yetistiricileri
Birligi’ne kayitli en az 30 kovana sahip ticari olarak bal iiretimi yapan yore aricilardan
alinan ballar arastirma materyali olarak kullanilmistir. Toplam 15 aricinin her birinden
peteklerin yarisindan fazlasinin sirlanmis olmasina dikkat edilerek bir adedi koyu renkli
(eski) ve bir adedi agik renkli (yeni) olmak {iizere iki g¢erceve petekli bal alinmstir.
Laboratuvara getirilen her bir gergeve petekli bal ikiye ayrilarak yarisi siiziilmiis diger
yarisi ise petekli olarak 500 gramlik 6rnek kaplarina yerlestirilmistir. Her ariciya ait koyu
renkli petekli bal, koyu renkli peteklerden siiziilen siizme bal, a¢ik renkli petekli bal ve
acik renkli peteklerden siiziilen siizme bal olmak tizere 4 farkli 6rnek olmak iizere toplam
60 bal Ornegi etiketlenerek kalinti analiz laboratuvarina teslim edilene kadar oda
kosullarinda muhafaza edilmistir (Cizelge 3.1).

Bal orneklerinde pestisit, naftalin ve antibiyotik kalinti analizleri Akdeniz
Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi Laboratuvarlarmda
yapilmistir. Merkezin alt yapis1 kalint1 analizleri i¢in yeterlidir. Merkez kamu ve 6zel
sektore bal analizleri konusunda hizmet vermekte ve merkezde rutin olarak kalinti
analizleri yapilmaktadir.

Cizelge 3. 1. Ornek bilgileri ve kodlart

No | Agik Lab. Koyu Lab . Acik Lab. Koyu Siizme
Petekli Ornek No | Petekli  Ornek No | Siizme  Ornek No | Lab. Ornek No

1 1-AP 2018-166 1-KP 2018-181 1-AS 2018-196 1-KS 2018-211
2 2-AP 2018-167 2-KP 2018-182 2-AS 2018-197 2-KS 2018-212
3 3-AP  2018-168 3-KP  2018-183 3-AS  2018-198 3-KS 2018-213
4 4-AP 2018-169 4-KP 2018-184 4-AS 2018-199 4-KS 2018-214
5 5-AP 2018-170 5-KP 2018-185 5-AS 2018-200 5-KS 2018-215
6 6-AP 2018-171 6-KP 2018-186 6-AS 2018-201 6-KS 2018-216
7 7-AP 2018-172 7-KP 2018-187 7-AS 2018-202 7-KS 2018-217
8 8-AP 2018-173 8-KP 2018-188 8-AS 2018-203 8-KS 2018-218
9 9-AP 2018-174 9-KP 2018-189 9-AS 2018-204 9-KS 2018-219
10 | 10-AP 2018-175 10-KP 2018-190 10-AS 2018-205 10-KS 2018-220
11 | 11-AP 2018-176 11-KP 2018-191 11-AS 2018-206 11-KS 2018-221
12 | 12-AP 2018-177 12-KP 2018-192 12-AS 2018-207 12-KS 2018-222
13 | 13-AP 2018-178 13-KP 2018-193 13-AS 2018-208 13-KS 2018-223
14 | 14-AP 2018-179 14-KP 2018-194 14-AS 2018-209 14-KS 2018-224
15 | 15-AP 2018-180 15-KP 2018-195 15-AS 2018-210 15-KS 2018-225
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3.2. Metot
3.2.1. Orneklerin analizler icin hazirlanmasi

Bal 6rnekleri kalint1 analiz laboratuvarma teslim edildikten hemen sonra analiz
edilemedigi i¢in soguk ortamda (-18 °C’de) muhafaza edilmistir. Siizme ve petekli bal
orneklerinin sivi kromatografi tandem kiitle spektrometre (LC-MS/MS) ve gaz
kromatografi-kiitle spektrofotometre (GC-MS/MS)  cihazlar1 kullanilarak kalinti
analizlerinin yapilabilmesi i¢in &rneklerde 6n hazirlik islemi yapilmistir. Orneklere
yapilan ilk islem olan homojenlestirme isleminde, petekli bal 6rnekleri Ogiitiicii ile
ogitiilmiis, stizme bal ornekleri ise turrax ile iyice karigtirllmistir. Bal ornekleri bir
pargalayic1 yardimiyla pargalandiktan sonra karistirici ile homojenize edilerek iyi bir
ornekleme yapilmasi saglanmigtir. Homojenlestirme asamasindan sonra her 6rnekten bir
miktar sahit numune alinarak — 10 °C” den diisiik ortamda paralel galisma yapilabilmesi
amactyla polipropilen ve polietilen malzemeden yapilmis kapakli ambalajlara konulmusg
ve gerektiginde tekrar analiz edilmek tizere sahit numune olarak dondurucuda muhafaza
edilmistir.

3.2.2. Bal orneklerinde pestisit analizi

Pestisit kalint1 analizlerinin zorlugu; ¢ok farkli fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip
yiizlerce aktif maddenin, farkli matrikslerde, ayn1 anda analiz edilmesi gerekliliginden
ileri gelmektedir. Bu sebeple; glivenilir, saglam, hizli, hassas ve maliyeti diisiik metotlarin
gelistirilmesi son derece Onemlidir. Kiitle spektrometresi (MS) ile birlestirilen sivi
kromatografisi (LC), cihazlar1 (LC/MS) zaman icerisinde pestisit analizlerinde en yaygin
kullanilan analitik cihazlar haline gelmistir. MS teknolojisindeki gelismelerin hiz
kazanmasiyla, sirali MS sistemleri (MS/MS) gelistirilmistir. Farkli yapilardaki
pestisitlerin ayn1 anda analiz edilmesini saglayan cesitli sirali MS sistemleri olmakla
birlikte, triple quadrupole (TQ) ve ion-trap sistemleri en yaygin kullanima sahip olan
sistemlerdir. Pestisit analizleri genel olarak O6rnek hazirlama asamasi, ekstraksiyon
asamas1 (pestisit kalintilarimin 6rnek yapisindan ayrilarak toplanmasi asamasi),
temizleme asamasi (clean- up; extrakt icerisinde kalan analiz sonuglarini ve cihazi
olumsuz etkileyen biiyiik molekiillii bilesiklerin uzaklastirilmas:t asamasi) ve analiz
asamasi olmak iizere 4 asamada gerceklestirilmektedir. Pestisit analizlerinde en yaygin
kullanima sahip olan ektraksiyon metodu “QuEChERS” (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) metodudur. Bu metot farkli yapidaki yiiksek sayida pestisitin farkli
matrikslerde analiz edilmelerine olanak saglayan hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve
giivenli ekstraksiyon metodu olarak tanimlanmistir (Lehotay vd. 2007; Acar 2015).

Stizme ve petekli bal orneklerinin 6n hazirlik islemleri yapildiktan sonra LC-
MS/MS cihazinda pestisit analizlerinin yapilabilmesi i¢gin QUEChERS yontemi ile
ekstraksiyonu gercgeklestirilmistir. Ekstraksiyon solventi olarak asetonitril kullanilmis ve
yapilan ekstraksiyonun kalitesi internal standart olarak diethatyl ethyl (DEE) kimyasali
kullanilarak kontrol altina alinmistir. Ekstraksiyon isleminin asamalar1 altta
Ozetlenmistir.
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Homojenize edilen 7,5 g numune 0,01 g hassasiyetle 50 ml’lik teflon kapakli
santrifiij tiiptine tartilmigir. QUEChERS yo6nteminin ekstraksiyon basamagi su orani en
az %70 olan numuneler i¢in gelistirilmistir. Bu nedenle bal numuneleri tizerine 7,5 g
saf su eklenerek numune 15 g tartima getirilmis ve uygun su orani elde edilmigir. Kalite
kontrol (QC) i¢in spike yapilmis numune olarak kullanilmak iizere; 7,5 g bal
numunesit7,5 g su blank numune tizerine 300 ul pestisit standart ¢alisma ¢ozeltisi (5
ng/ul) otomatik pipet ile eklenmisir. (Bu sekilde spike yapilmis numune teorik olarak
her bir etken maddeden 100 ng / g icermektedir). Numune tartilmis her bir santrifiij
tiiptine 15 ml % 1 glacial asetik asit i¢eren asetonitril (MeCN) solventi dispenser ile
eklenmisir. Analizi yapilacak numuneye 300 ul ISTD (5 ng/ul) ¢ozeltisi otomatik
pipetle eklenmigir (numune teorik olarak 100 ng/g ISTD igerir). Her bir santrifiij tiipiine
6 g susuz MgS0O4 (magnezyum siilfat) ve 1,5 g susuz NaAc (sodyum asetat) tiipiin
ceperlerinde kalmamalarina dikkat edilerek eklenmis ve santriiftij tiipliniin kapagi
sikica kapatilmisir. Ekstraksiyon sicakliginin 40-45 °C ‘ye yiikselmesi beklenmistir.
Santrifiij tlipti elin dirsekten omuz hizasina dogru hareket ettirilmesi ile 1 dk boyunca
siddetli bir sekilde calkalanmisir. Sizma ve kacak olmamasi i¢in santriflij tiipiliniin
kapagi sikica kapatilmistir. Solventin tiim numune ile etkilestigi ve calkalama sirasinda
kristal haldeki kiimelesmenin etkili bir sekilde pargalandigi kontrol edilmistir. Tiipler
sogutmal1 santriflij cihazina yerlestirilmis ve 5 dakika siireyle 4000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij hiz1 arttik¢a kat1 haldeki numune daha kolay dibe ¢6kmiis ve daha
iyi bir faz ayrimi gergeklesmistir. Santrifiij edilen 50 ml’lik numune tiiplerinden 4 ml
MeCN ektrakti (iist faz) dikkatlice otomatik pipet yardimiyla icerisinde 200 mg primer-
sekonder amin (PSA) (her 1 ml ekstrakt i¢cin 50 mg) ve 600 mg susuz magnezyum siilfat
(MgSO04) (her 1 ml ekstrakt i¢in 150 mg) igeren bir baska 15 ml’lik kapakli teflon
santrifiij tiiptine aktarilmistir. Santrifiij tiiptiniin kapagi sikica kapatilmig ve 60 saniye
stireyle el ile karigtirlmistir (veya vortex ile) ve 4000 rpm’de 5 dakika hizda santrifiij
edilmistir. Nihai ¢ozeltiden 500 pul LC-MS/MS viallerine aktarilmistir. Uzerine 500 pl
2 mM amonyum format igeren su ¢ozeltisi eklenmis ve ¢oOzeltilerin karigmasi igin
vialler kapatilarak karistirilmigtir. LC-MS/MS i¢in hazirlanan vialler autosamplere
yerlestirilmis ve LC-MS/MS’de analitik sequence baglatilmistir.

Bu yontem ile bal orneklerinde 331 adet pestisit kalintis1 tespitinde 10 ng/g
hesaplama limitine (LQO) ulasilmistir. Pestisit analizinde kullanilan sivi kromatografi
tandem kiitle spektrometre cihazi goriintiisii Sekil 3.1. de, cihazin autosampler
parametreleri ise Sekil 3.2. de sunulmusur. Analizi yapilan pestisit bilesenleri ve bu
bilesenlerin raporlama limitleri ise Cizelge 3.2. de verilmistir.

Pestisit analizinde kullanilan LC-MS/MS cihazinin 6zellikleri altta siralanmuistir:

- Modeli: Thermo Scientific Accela UHPLC- TSQ Quantum Access Max
- Kolon: Hypersil GOLD RP C18 (1.9 um), 50x2.1 mm

- Kolon firin sicakligi: 40°C

- Enjeksiyon hacmi: 5 pLL

- Kapiler sicakligi: 270 °C

- Bubharlastirma sicakligi: 50 °C

- Auxiliary gaz basinci (Arb): 20

- Sheath gaz basinci (Arb): 50

- Sprey Voltaj (V): £3500

10
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Sekil 3.1. Pestisit analizinde kullanilan sivi kromatografi tandem kiitle spektrometre
cihazi goriintiisii

| B Pestisit_2018_SRM.meth - Thermo Xcalibur Instrument Setup
File Accela A5 Help

D= & x[2

Accela A% Method | Sample Preparation | Fessrvoir Content | Timed Everts

e = Injection Maode
Injection walume [ul): j20.0] ES

P () Partial loop
Accela &S
Meedle height from bottam [mm); | 2.0 O Full loop
) Mo waste
Syringe speed [ul/z]:
00 B Tray Temperature Contral
¥ plushivaitmel Ll > [C] Enable tray temperature control

TS50 Cuantum Flush/wfash source: | bottle % Ten C

perature ['C]:

Wash volume [ull; (1000 5
Colurmn Oven Contral

E Flush speed [ul/s); [100.00 : Enable column oven control

Post-injection valke switch time [min]: Temperature ['T):

Accela 1250
Pump

WLk HRIRI

Loop loading speed [ul/s]:

Sekil. 3.2. Pestisit analizi LC-MS/MS cihazi1 autosampler parametreleri
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Cizelge 3.2. Analizi yapilan pestisit bilesenleri listesi ve raporlama limitleri
. RAPORLAMA . RAPORLAMA
BILESEN LIMITI (mg/kg) BILESEN LIMITI (mg/kg)
2,4-D 0.010 fenvalerate 0.010
2,4-DDD 0.010 fipronil 0.010
2,4-DDE 0.010 fluazifop-p-buthyl 0.010
2,4-DDT 0.010 flucythrinate 0.010
2,4-dimethylaniline 0.010 fludioxonil 0.010
3,5-dichloroaniline 0.010 flufenoxuron 0.010
4,4-DDD 0.010 flumioxazine 0.010
4,4-DDE 0.010 flurochloridone 0.010
4,4-DDT 0.010 fluroxypyr 0.010
abamectin 0.010 flusilazole 0.010
acephate 0.010 flutriafol 0.010
acetachlor 0.010 fluvalinate tau 0.010
acetamiprid 0.010 folpet 0.020
acibenzolar-s-methyl 0.010 formothion 0.010
aclonifen 0.010 fosthiazate 0.010
acrinathrin 0.010 furathiocarb 0.010
alachlor 0.010 HCH 0.010
aldicarb 0.010 HCH-alpha 0.010
aldicarb-sulfone 0.010 HCH-beta 0.010
aldicarb-sulfoxide 0.010 HCH-delta 0.010
aldrin 0.010 HCH-gamma 0.010
amitraz 0.025 heptachlor 0.010
amitrole 0.020 heptachlor endo-epoxide 0.010
anilazine 0.010 heptachlor exo-epoxide 0.010
aramite 0.010 heptenophos 0.010
atrazine 0.010 hexaconazole 0.010
azimsulfuron 0.010 hexaflumuron 0.010
azinphos-ethyl 0.010 hexythiazox 0.010
azinphos-methyl 0.010 imazalil 0.010
azoxystrobin 0.010 imidacloprid 0.010
barban 0.010 ioxynil 0.010
benalaxyl 0.010 iprodione 0.010
bendiocarb 0.010 iprovalicarb 0.010
benfuracarb 0.010 isoproturon 0.010
benomyl 0.050 kresoxim-methyl 0.010
bentazone 0.010 lenacil 0.010
bifenthrin 0.010 linuron 0.010
binapacryl 0.010 lufenuron 0.010
bioallethrin 0.010 malaoxon 0.010
bitertanol 0.010 malathion 0.010
boscalid 0.010 mecarbam 0.010
bromacil 0.010 metabromuron 0.010
bromophos-ethyl 0.010 metalaxyl 0.010
bromopropylate 0.010 metalaxyl-m 0.010
bromoxynil 0.010 metamitron 0.010
bromuconazole 0.010 methamidophos 0.010
bupirimate 0.010 methidathion 0.010
buprofezin 0.010 methiocarb 0.010
butocarboxim 0.010 methiocarb-sulfone 0.010
butralin 0.010 methiocarb-sulfoxide 0.010

12
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Cizelge 3.2°in devami
. RAPORLAMA . RAPORLAMA
BILESEN LIMITI (mg/kg) BILESEN LIMITI (mg/kg)
cadusafos 0.010 methomyl 0.010
captafol 0.020 methoxychlor 0.010
captan 0.020 metolachlor 0.010
carbaryl 0.010 metoxuron 0.010
carbendazim 0.010 metribuzin 0.010
carbofuran 0.010 metsulfuron-methyl 0.010
carbofuran-3-hydroxy 0.010 mevinphos 0.010
carbosulfan 0.020 molinate 0.010
carboxin 0.010 monocrotophos 0.010
chinomethionate 0.010 monolinuron 0.010
chlorbenside 0.010 myclobutanil 0.010
chlorbromuron 0.010 nitrofen 0.010
chlordane-cis 0.010 nitrothal-isopropyl 0.010
chlordane-trans 0.010 nonachlor 0.010
chlordecone 0.010 nuarimol 0.010
chlorfenapyr 0.010 omethoate 0.010
chlorfenson 0.010 oxadiazon 0.010
chlorfenvinphos 0.010 oxadixyl 0.010
chlorfluazuron 0.010 oxamyl 0.010
chloridazon 0.010 oxyfluorfen 0.010
chlormequat chloride 0.010 paclobutrazole 0.010
chlorobenzilate 0.010 parathion-ethyl 0.010
chlorothalonil 0.015 parathion-methyl 0.010
chloroxuron 0.010 penconazole 0.010
chlorpropham 0.010 pencycuron 0.010
chlorpyrifos 0.010 pendimethalin 0.010
chlorpyrifos methyl 0.010 pentachlorophenol 0.010
chlozolinate 0.010 permethrin-cis 0.010
cinidon-ethyl 0.010 permethrin-trans 0.010
clodinafop-propargyl ester 0.010 phenmedipham 0.010
clofentezine 0.010 phenothrin 0.010
cyanazine 0.010 phenthoate 0.010
cycloate 0.010 phenylphenol-2 0.010
cycloxydim 0.010 phorate 0.010
cyfluthrin,alpha 0.010 phosalone 0.010
cyfluthrin,beta 0.010 phosmet 0.010
cyfluthrin,teta 0.010 phosphamidon 0.010
cyfluthrin,zeta 0.010 phoxim 0.010
cyhalofop-butyl 0.010 picloram 0.010
cyhalothrin-lambda 0.010 picolinafen 0.010
cyhexatin 0.010 piperonyl-butoxide 0.010
cymoxanil 0.010 pirimicarb 0.010
cypermethrin,alpha 0.010 pirimiphos-ethyl 0.010
cypermethrin,beta 0.010 pirimiphos-methyl 0.010
cypermethrin,teta 0.010 prochloraz 0.010
cypermethrin,zeta 0.010 procymidone 0.010
cyproconazole 0.010 profenofos 0.010
cyprodinil 0.010 prometryn 0.010
cyromazine 0.010 propamocarb 0.010
daminozide 0.010 propanil 0.010
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Cizelge 3.2°in devami
. RAPORLAMA . RAPORLAMA
BILESEN LIMITI (mg/kg) BILESEN LIMITI (mg/kg)
dazomet 0.020 propargite 0.015
deltamethrin 0.010 propazine 0.010
demeton (0+s) 0.010 propham 0.010
demeton-s-methyl 0.010 propiconazole 0.010
demeton-s-methyl sulfone 0.010 propoxur 0.010
demeton-s-methyl- 0.010 propyzamide 0.010
desmedipham 0.010 prosulfuron 0.010
dialifos 0.010 prothiophos 0.010
diallate 0.010 pymetrozine 0.010
diazinon 0.010 pyraflufen-ethyl 0.010
dichlofluanid 0.010 pyrazophos 0.010
dichlorobenzophenone-4,4 0.010 pyridaben 0.010
dichlorvos 0.010 pyridaphenthion 0.010
diclofop-methyl 0.010 pyridate 0.010
dicofol 0.010 pyrifenox 0.010
dicrotophos 0.010 pyrimethanil 0.010
dieldrin 0.010 pyriproxyfen 0.010
diethofencarb 0.010 guinalphos 0.010
difenoconazole 0.010 guintozene 0.010
diflubenzuron 0.010 resmethrin 0.010
dimethoate 0.010 simazine 0.010
dimethomorph 0.010 spinosad-A 0.010
diniconazole 0.010 spinosad-D 0.010
dinitramine 0.010 spiroxamine 0.010
dinobuton 0.010 sulfosulfuron 0.010
dinoseb 0.010 T-2.4.5- 0.010
dinoseb acetate 0.010 tebuconazole 0.010
dinoterb 0.010 tebufenozide 0.010
dioxathion 0.010 tebufenpyrad 0.010
diphenamid 0.010 tecnazene 0.010
diphenylamine 0.010 teflubenzuron 0.010
disulfoton 0.010 tefluthrin 0.010
ditalimfos 0.010 terbufos 0.010
dithianon 0.020 terbuthylazine 0.010
diuron 0.010 terbutryn 0.010
dodemorph 0.010 tetrachlorvinphos 0.010
endosulfan-alpha 0.010 tetradifon 0.010
endosulfan-beta 0.010 tetramethrin 0.010
endosulfan-sulfate 0.010 tetrasul 0.010
endrin 0.010 thiabendazole 0.010
epoxyconazole 0.010 thiacloprid 0.010
esfenvalerate 0.010 thiamethoxam 0.010
ethalfluralin 0.010 thiazopyr 0.010
ethiofencarb 0.010 thifensulfuron-methyl 0.010
ethiofencarb-sulfone 0.010 thiodicarb 0.010
ethiofencarb-sulfoxide 0.010 thiometon 0.015
ethion 0.010 thiophanate-methyl 0.010
ethirimol 0.010 tolclofos-methyl 0.010
ethofumesate 0.010 tolylfluanid 0.010
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Cizelge 3.2°in devami
. RAPORLAMA . RAPORLAMA
BILESEN LIMITI (mg/kg) BILESEN LIMITI (mg/kg)
ethoprophos 0.010 triadimefon 0.010
etoxazole 0.010 triadimenol 0.010
etridiazole 0.010 triallate 0.010
etrimfos 0.010 triasulfuron 0.010
famoxadone 0.010 triazophos 0.010
fenamiphos 0.010 tribenuron methyl 0.010
fenarimol 0.010 trichlorfon 0.010
fenazaquin 0.010 tridemorph 0.010
fenbuconazole 0.010 trifloxystrobin 0.010
fenchlorphos 0.010 triflumizole 0.010
fenhexamid 0.010 trifluralin 0.010
fenithrothion 0.010 triforine 0.010
fenoxycarb 0.010 tris 0.010
fenpropathrin 0.010 vamidothion 0.010
fenpropimorph 0.010 vinclozolin 0.010
fenthion 0.010 zoxamide 0.020

3.2.3. Bal orneklerinde antibiyotik analizi

Bal orneklerinde siilfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotik kalin1 miktarlar
orneklerin homojenize edilmesi ve Ornek hazirlama islemlerinin tamamlanmasindan
sonra LC-MS/MS cihazi kullanilarak belirlenmistir (Zai vd. 2013).

Kimyasal malzemeler ve c¢ozeltiler:

Metanol (HPLC saflikta), su (HPLC saflikta), asetonitril (HPLC saflikta), formik
asit, 0.59 M okzalik asit, 0.1 M HCI. 0.1 M etilendiamintetraasetikasit (EDTA) 19.36 g
Na2EDTA.2H20 tartilir ve sitrik asit ¢ozeltisi ile disodyumhidrojenfosfat ¢ozeltisinin
karisimiyla ¢oziilmistlir. Cozeltinin pH’1 NaOH veya HCI ile 4’e ayarlanmistir.
Disodyumbhidrojenfosfat ¢ozeltisi: 8.90 g disodyumhidrojenfosfat tartilmis, bir miktar
suda ¢6ziilmiis ve 200 mL’ye tamamlanmistir. Mobil faz akisi gradient programi Cizelge
3.3. de sunulmustur. Analizi yapilan Tetrasiklin grubu antibiyotikler ve raporlama
limitleri Cizelge 3.4. de ve Sulfonamid grubu antibiyotikler ve raporlama limitleri ise
Cizelge 3.5. de verilmistir.

Kiitle spektrometresi ayarlari:

Polarity: ESI+, capillary (kV): 3.5, source temperature: 270 °C, sheath gas: 50,
auxillary gas: 20, vaporizer temperature: 50 °C, discharge current:4.0.
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Cihaz Parametreleri:

UHPLC-MS/MS sistem : Thermo Access Max UHPLC — MS/MS Sytems ( ESI
ionization)

HPLC saflikta Methanol (MeOH)

HPLC saflikta su (H20)

Mobil faz filtrasyon (slizme) aparati : Vakumlu , 0,45 um filtresi ile birlikte
Mobil faz A: 0.1 mM Okzalik Asit i¢ceren Su

Mobil faz B: Asetonitril - % 0.2 formik asit

Kolon: 50 mm uzunlugunda, 2.1 mm id, 1.9-um particle size C18 UHPLC
analitik kolon ve esdegeri

Kolon sicaklig:: 40°C

Enjeksiyon hacmi: 10pl

Cizelge 3.3. Mobil faz akis1 gradient programi

Zaman A% B% Akis h1z1 ul/min
0.00 100 0 300
1.0 100 0 300
4.0 25 75 300
6.0 100 0 300

Cizelge 3.4. Analizi yapilan Tetrasiklin grubu antibiyotikler ve raporlama limitleri

Antibiyotik Raporlama Limiti (mg/kg)
methacycline 0,010
doxycycline 0,010
tetracycline 0,010
oxytetracycline 0,010
chlortetracycline 0,010

Tetrasiklin analizi:

- lyice homojenize edilen numunenin 5 grami plastik kaba tartilmustir.

- Bal numuneleri i¢in 200 uL 0.1 M EDTA ¢6zeltisi eklenmistir.

- Daha sonra 15 mL metanol-su karisimi (70:30) (V:V) eklenmistir.

- Yaklasik 15 dk. calkalayicida ¢alkalanmaya birakilmistir.
- Numune 50 mL’lik polipropilen tiipe alinarak, 3000 dv/dk olacak sekilde 5 dk.
boyunca santrifiij edilmistir.

- Ornek 5 mI’lik siringa ile 0.45 um PTEE filtreden viale siiziilmiistir.
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- Buislemlerin ardindan elde edilen soliisyon veya ekstrakttan 500 pL alinarak LC-
MS/MS vialine konulmus, tizerine 500 pL. Mobil faz A eklenmis ve Karigim

vorteks ile karistiriimisir.

Cizelge 3.5. Analizi yapilan Sulfonamid grubu antibiyotikler ve raporlama limitleri

Raporlama Limiti

Antibiyotik (mg/kg)

sulfanilamide 0,010
sulfacetamide 0,010
sulfacetamide 0,010
sulfapyridine 0,010
sulfadiazine 0,010
sulfamethoxazole 0,010
sulfathiazole 0,010
sulfomerazine 0,010
sulfisoxazole 0,010
sulfamethizole 0,010
sulfabenzamide 0,010
sulfamethazine 0,010
sulfamonomethioxine 0,010
sulfometer 0,010
sulfamethoxypyridazine 0,010
sulfachloropyridazine 0,010
sulfaquinoxaline 0,010
sufadoxine 0,010
sulfadimethoxine 0,010
sulfaphenazole 0,010

Sulfonamid analizi:

- lyice homojenize edilen numunenin 5 grami plastik kaba tartilmistir.
- Bal numuneleri i¢in 4 mL 0.59 M okzalik asit ¢6zeltisi eklenmistir.

- Daha sonra bal numuneleri i¢cin 11 mL metanol-su karigimi (70:30) (V:V)

eklenmistir.

- Yaklasik 15 dk. calkalayicida ¢alkalanmaya birakilmisir.

- Numune 50 mL’lik polipropilen tiipe alinarak, 3000 dv/dk olacak sekilde 5 dk.
boyunca santrifiij edilmistir.

- Ornek 5 mI’lik siringa ile 0.45 p PTFE filtreden viale siiziilmiistiir.

- Buislemlerin ardindan elde edilen soliisyon veya ekstrakttan 500 pL alarak LC-
MS/MS vialine konulmus, tizerine 500 uL Mobil faz A eklenmis ve Karisim
Vorteks ile karistirilmistir.
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Enjeksiyon:
Cihazdaki aplikasyon asagidaki enjeksiyon sirasi ile yapilmsir.

- Blank

- Standart (kuantifikasyon limiti, hassasiyet kontrolii)

- Standart karisimi (10 x kuantifikasyon limiti, tek nokta kalibrasyon i¢in)

- Recovery (5 x kuantifikasyon limiti)

- Maximum 10 6rnek

- Matriksteki standart karisimi1 (10 x kuantifikasyon limiti, tek nokta kalibrasyon)
yukaridaki sira her 10 6rnekten sonra tekrar edilmistir.

Antibiyotik analizi LC-MS/MS cihazi sulfacetamide kalibrasyon parametreleri Sekil
3.3. de, oxytetracycline kalibrasyon parametreleri ise Sekil 3.4. sunulmustur.

[® Thermo Xcalibur, Quan Browser - 201 80504_antibiyotik_result.XON (Bracket 1, View All)

File View Zoom Options GoTo Help

=a| glmE| ]2 t[T rlolo|e] M 2]

sulfacetamide
Bracket in use |Bracket 1 ~ Calibration File [Embedded Calibration sufadiazine
sulithiazole
. " Specified Calculated ” _ a] [sulfeppidine
File Hame Sample Type | Integration Tyne Area ‘ = e % Diff ‘ %RSD-AMT ‘ Peak Status Level | Units ‘ RT | | sufomerszine
1 [tetra+euito_stc_oppi Stanvard Method Settings 4574 0.000 3,904 390354795 000 Response Low 1 ) oytelracyclne
2 [tetra+suifo_ste_spph Standard Method Settings 514382 5000 4206 408 000 2 ppb su:;amemaalne
sulfamethizole
3 [tetrasulfo_stc_1 Oppb Standard Method Settings 902268 10000 10534 534 0 3 [ el osypyidazine
B Jtetra+suito_stel_25ppb Standard Method Settings 2001450 25,000 28213 1285 000 4 prb tetracycing. 2
5

sulfamonomethiosine
[tetra+suif_stol_1 00pib istanciard Method Settings 6309282 100.000 97.497 -250 000 6 [ sulfometer

chiotetracycline
sulfachioropyiidazine
sufadosine
sulfadimethorine
sulfamethoxazole
chlartetracycine 2

« [+ [\ Al )\ Standards £QCs 4 Blanks £ Unknowns f J4 | S methacycline

sulfisonazale

tctrassulfo_std_s0pph (Method Settingz) 221372016 41T PM sulfacetamids ‘lfarilamids
V= 247283+B2176.6% R*2=0.9940 W Equal sulfsphenazole
RT:0.00-278 SM: 156 sulfebenzamide
RT128 L7125 70000004 suladosine
Base Peak miz= 155 00-156.00 F ] . sulfadimethosine_2
A 3565282 + ¢ ES| SRM ms2 245000 60000003 sulfaquinaxaline
sn: 2010 [1:806-82.004, 107 706107501, 3]
o BP. 156.00 155.000-155.001] MS ICIS 1
tatrarsuif_sta_50ppb 5000000
o0 3
= s0n0080]
g 70 3 ] =
3 < 3
E 30000003
2 50 4
2 20000009
& a0 |
b 1000000
hssoo| 15600 ise.00 15600 lss.oo 3
0 = ——— L LAt aisiad e widas iiad el el Wt siadd bt sttt s Meaad e st R S
05 10 15 20 25 20 &l 80 100
Time (min) [

Sekil 3.3. Antibiyotik analizi LC-MS/MS cihazi sulfacetamide kalibrasyon
parametreleri
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[® Thermo Xcalibur Quan Browser - 20180504_antibiyotik_result.XON (Bracket 1, View All)
File View Zoom Options GoTo Help
=8| Bmm ][] lelold| d
sullacetamide
Bracketinuse |Bracket 1 - Calibation File  [Embedded Calbration If acli
sulfathiazole
- =T [ sultapyridine
File Name sample Tyne ‘ Integration Type Area s:::fﬂ:j c:"[:‘;:‘;" %DIff | %RSD-AMT | Peak Status Level Units ‘ RT t;:[\'v‘:.;necrha::e
1 [tetra+suifo_sta_Opph Standarc Method Settings 522 0000 000 38106343 [ 1 ()
2 [tetra+suifo_std_Spph Standard Method Settings 44025 5000 5205 409 000 2 ppb Suuame;:aﬂ‘ﬂe
sullamethizole
3 [tetra+suifo_std_1 Oppb Standarc Method Settings 1365242 10000 9538 361 000 3 ppb slamathorymyidazine
q [tetra+auifo_std_25pnb Standard Methad Settings 3336735 25000 24.318 273 000 4 [ tetiacycine_2
B ltetra+suifo_std_50ppb Standard Method Settings 6563357 50000 50,633 138 il 5 prb sullamonomethioxine
6 [tetrasuifo_std_100pp Standard Method Settings 11474042 100.000 92838 016 000 5 peb sultometer
chlatetiacycline
sultachlorapyridazine
sufadoring
sulfadimethozing
sulfamethozazole
1 | chlenenacycine_2
methacycling
<[ [\AIl ) Standards £QCs £ Elanks A Unknoums / i8] | » s
etrareifo__Stpph (Mcthad Settng] Terreieote ST PR pvE— daeyclne
V= 144497946206 19%"2 R"2= 09998 W Equal sullaphenazole
RT: 130-230 SM: 186 sulfabenzamide
RT:230 NL: 1.31E8 12000000 sufadoxine_2
Bass Peak miz= 425 70-426.70 F: 4 ] sultadimethoring_2
A BEEIFET © ESI SRM ms2 451.200 i sulfaquinoxaline
SN: 31568 [337.099.-337.101, 10000000
BP: 426.20 426.199-426.201, B
444395.444.401] MS (CIS
tetratsulfe_std_SOppb 7
stratsulfo_std_50pp 3000000
: ]
I EDDDDDDt
4000000
2000000+
]
az5.20| azeol lzszo zozo| ez 4
dezic = DB e e e P e e e
15 20 25 an 0 40 60 &0 100
Time (min) b

Sekil 3.4. Antibiyotik analizi LC-MS/MS cihazi oxytetracycline kalibrasyon
parametreleri

3.2.4. Bal orneklerinde naftalin analizi

Bal numunelerinde naftalin kalintisi GC-MSD cihaz1 kullanilarak headspace
yontemi ile gerceklestirilmistir. Headspace yontemi ile numunede naftalin kalinti
miktarinin tespiti amaciyla, numunedeki naftalinin 1sitilmasi yoluyla u¢ucu hale gelmesi
esasina dayanmaktadir (Acar 2015). Bal numuneleri amber renkli, sizdirmaz septumlu 40
mL’lik cam tiiplere 10 g olarak tartilmistir. Analiz 6ncesinde her numune igeren tiip 30
dk boyunca 80 °C’de su banyosunda bekletilmistir. Bdylece uguculugu yiiksek ve ballarda
bulunmas1 muhtemel olan naftalin kalintis1 gaz fazina gegcirilerek tiipiin bosluk kisminda
birikmesi saglanmigtir. Tiipiin bu iist kismindan gaz enjeksiyon siringasi yardimiyla 500
pL alinarak dogrudan gaz kromatografi kiitle detektorii (GC-MSD) cihazina enjekte
edilmistir. Cihaza ait 6zellikler ve parametreler asagida verilmistir.

Kullanilan cihazlar ve ekipmanlar:

- 1 ve 5 mI’lik pipetler

- Olgiilii balonlar; silifli, kapakli, 100 ml’lik

- Ultrasonik Su Banyosu

- Ultra toraks

- Hassas Terazi

- SPME Fiber Assembly (Supelco — Lot:P305674E)
- Manuel Holder (Supelco — 995-0125)

- Graduated Screw Top Vial (Supelco — Lot: 5796)
- GC-MSD
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Kimyasal malzemeler ve ¢ozeltiler:

- Naftalin Standardlar1 (Aldrich 91-20-3) , (Dr.Ehrentorfer — 20430CY , 80714)

- Hekzan

- Safsu

- Calisma Cozeltileri : 400 ppm’ lik stok ¢6zeltiden 0,1 — 1,0 —5,0— 10,0 ppb olacak
sekilde hekzan ile seyreltilerek hazirlanir.

- Standart ¢ozeltiler, belirlenmis kosullara gére GC/MSD’ye enjekte edilmistir.
Standart konsantrasyonuna karsilik gelen alikonma siiresi, pik yliksekligi ve
alanlar kaydedilmistir. Her bir standart ¢6zelti i¢in kaydedilen pik yiiksekligi veya
alan degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir.

Kromatografik sartlar:

- Cihaz: GC/Mass, GC/MS Modu: SIM

- Kolon kosullari: HP- 5 MS

- Const pressure

- Pressure: 75

- Flow: 1.3 ml/ dk.

- Solvent Delay: 5 dk.

- Kiitiiphane: Toxicology

- Inlet temperature : 200 °C

- Oven temperature : 50°C” de 2 dakika

- 100C/ dakika artigla 2500C Toplam siire 22 dakika

GC-MS Thermo Trace GC Ultra ISQ cihazinin 6zellikleri;

- PTV inlet (Programmable Temperature Vaporizer for LargeVolume
Injection)Autosampler: Triplus Autoinjector

- Autosampler: Triplus Autoinjector Thermo Scientific HP-5MS capillary column
(15m % 0.25 mm x 0.25 um)

- Restek Capillary Grade Hydrocarbon Trap

- Vial: 2 ml amber Screw Top Vials with Caps, Septa

Tespit (LOD) ve tayin, hesaplama (LOQ) limitleri signal-to-noise oranina gore
belirlenmistir. LOD: Signal-to-noise orani olarak, bilinen aktif konsantrasyonun test
sonucunun, blank numune test sonucu ile karsilastirilarak minumum konsantrasyonun
tespit edilmesiyle hesaplanir. Genellikle 3:1 kabul edilebilir orandir. LQD: Signal-to-
noise orani olarak, bilinen aktif konsantrasyonun test sonucunun, blank numune test
sonucu ile karsilastirilarak minumum konsantrasyonun hesaplanmasiyla tespit edilir.
Genellikle signal-to-noise orani 10:1°dir. En az 5 farkli derisimde numune enjeksiyonu
gozlenmesi gerekmektedir. LOD ve LQD hesaplanmas1 amaciyla 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ppb’
lik standartlardan 5’er kez enjeksiyon yapilarak (5X5=25) ve en az bes farkh
konsantrasyonda go6zlemlenerek sonu¢ 0.1 ppb olarak tespit edilmistir. Analizde
kullanilan bal 6rneklerinin goriintiisii Sekil 3.5. de analiz i¢in hazirlanan viallerin
goriintiisii Sekil 3.6. da, naftalin analizinin yapildigit GC-MSD cihazinin goriintiisti Sekil
3. 7. de, naftalin analizi yapilan GC-MSD cihazi quantifikasyon programi 1. iyon (128
Dalton) tanimlama parametreleri Sekil 3.8. de, 2. iyon (102 Dalton) tanimlama
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parametreleri  Sekil 3.9. da ve GC-MSD cihazi naftalin standard:i kalibrasyon
parametreleri Sekil 3.10.da sunulmustur.

Sekil 3.5. Analizde kullanilan bal 6rneklerinin goriintiisii

Sekil 3.6. Analiz i¢in hazirlanan viallerin goriiniisii
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Fie View Zoom Options GoTo Help

D= &) ] [$]2 ||| 2

= =8|
Identification Detecti Calibrati Level S Suitabilt Peak Purity =
| ion | ibration | vels | ystem Suitability | y | e |
Fietention tim Nafialin_1
M aftalin -
Heme: |RETETN 3 Iy Window (sec [30.00 Natain_2
Detectar type: [M5 ~| Beak Detect: [i0i5 - [ Use s BT referonce Viewvidi fmink [100
Fiter: | 2 I Adiuet using: | =] i
Trace: [BasePeak | [ =] =1
Mass [mrz] [125.00 Eeys: |
:I
CAXcalibart ANastatin_Sta_100ppE 2¢26r2015 3:47-10 P
RT: 4.69 NL: 5.2885 ﬂ 100 ﬂ
100 AA 1248455 Base Pesk miz=
127.50-128.50 MS
Icis 50
50 Nastalin_Std_100ppb
o 428 437 448 454 461 494 504 511 2
T — R
4.2 43 4.4 4.5 4.8 47 4.8 49 50 8.1 20 100 110 120

Sekil 3.8. GC-MSD cihazi quantifikasyon programi 1. iyon (128 Dalton) tanimlama
parametreleri
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Thermo Xcalibur Processing Setup - Quan - Identification - Naftalin_process (Ext Std)
File View Zoom Options GoTo Help

~a iy
D ||| S| &3¢ 22| 2
a
entficatin | Detecton | Callration | Levels | System Sutabity | | | Components |
Retention tine Naftglin 1
N aftalin 3 -
Harie Expected (min}; [4.70 Window sec): [30.00
e e . [ [ (I
Fiter. [{0.0} + c E1 SIM ms [95.5096.50, 10150102 | [~ =
Trace: [BasePeak v | | || =l
Mass (m/2): [102.00 Keys: |
— ' . ' ]
CAXcalibarh_iHastalin_Std_100pph 213642018 3:4T-10 PM
RT: 4.69
100 AA 101723
50
50
o 428 432 446 453 461 5.10 5.18 ' a
R e A Ramms e = I
42 43 44 5 e 4 48 49 5 5 B 80 100 10 120

Sekil 3.9. GC-MSD cihazi quantifikasyon programi 2. iyon (102 Dalton) tanimlama

parametreleri

il 1
Maftalin_2

¥ Thermo Xcalibur Quan Browser - Naftalin.XON (Bracket 1, View All)
Fle View Zoom Options GoTo Help
8 B85 «| ¢ [e]e]e| d
Bracket in use |Bracket 1 ~|  Calibration File  |Erhedded Calibration
Specified Calculated =
File Hame: sample Type | Integration Type ‘ ‘ e ‘ Peak Status Level | Units RT ‘ B(clude‘
1 blank_180226160522 Standard Wanual Integration 0.000 0.591 1 ppb 470 [
B
3 Nastalin_Std_S0ppb Standard Wanual Integration 50.000 49764 3 ppb 453 [
<[+ [\ All ) Standards £QCs £ Blanks 4 Unknowns R | » y—‘
Maztalis_Std_10ppb (Masual Istegration) 212612015 3:25:30 PM Naftalin 1
— * A — -
RT: £19-5.19 SM: 76 Y=11020.1"X R*2=NA W:1/X
RT: 268 ML 600000,
Nafalin_t 20384 q
A: 106297 Bass Pask ]
SN: 895 miz=
o0 127 50 5000004
20 12850 MS B
Nastalin_Std i
80 ~10prt 400000
E 70 5 i
3 & = 300000
e < ]
Z =0 <
Za 200000
= =0 ]
2 100000+
10 |
425 £28 442 445 438 484 487 ©98 508 =i O L o e o e e e e O HSSLES e e o o
T T T T T T T T T T 50
42 43 44 45 48 47 48 48 5 51
Time (min) ppb

Sekil 3.10. GC-MSD cihaz1 naftalin
konsantrasyonda naftalin piki)
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4. BULGULAR
4.1. Pestisit Bilesenleri Analizine iliskin Bulgular

Sivi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) cihazi kullanilarak
30 adet slizme bal ve 30 adet petekli bal 6rnegi olmak tizere toplam 60 adet bal drneginde
toplam 331 adet pestisit bileseninin kalint1 analizi yapilmistir. Pestisit analizi LC-MS/MS
cihazi kiitle tarama parametreleri Sekil.4.1. de sunulmusur. Analiz sonucunda higbir
ornekte analizi yapilan pestisit bilesen kalintilarina rastlanmamastir.

B Pestisit_2018_SRM.meth - Thermo Xcalibur, Instrument Setup

File T3Q Help
Di=@l &l x|e
A
Scan Editor l Divert Valve I Ture Method] tethod Summary
Run Settings
M5 Acquire Time (min): Experiment Type:  |SRM -
*Accela AS
Chrom Filter Peak Wwidth 5] W |2.0 il Colision Gaz Pressure (mTar} {1.5 i‘ ¥ Use Tuned Tube Lens Value
SAM Settings
{1 Peak Width [FwHh), [1.70 - Cycke Tinels) ¥ [0400 = Skimmer Dffset (v}~ =
“T50 Quantum
~
SRM . -
b3 Parent Product Collision _ntmn e Polarity Trigger Reference Hame
!ll Energy Time Window
1 122100 63.300 27 0.30 060 + 1] Mo Chlormeduat chlarice
Aooels 1250 2| 142000 94.000 0 030 00 + 0 M| Methamidophos
Pump 3 142.000 125.000 10 0.30 060 + o Mo Methamidophos
4 161.100 44.500 17 0.30 060 + 1] Mo Daminozice
5 161.100 143100 17 0.30 060 + 1] Mo Daminozice
6 159.100 102.000 15 0.30 060 + 1] Mo Propamacarh
T 189.100 144.000 10 030 [IE=) + u] Mo|Propamocark
L 207.000 §9.000 16 0.30 060 + 1] Mo &ldicarh-sulfoxicde
9 207.000 132.000 10 0.30 060 + 1] Mo &ldicarh-sulfoxicde
10 214100 155.000 18 0.30 060 + 1] o Omethoate
1 214.100 183.000 13 0.30 060 + o Mo Omethoate
12 218.000 79.000 30 0.30 060 + 1] Mo Pymetrozine
13 218.000 105100 20 0.30 060 + 1] Mo Pymetrozine
14 237.100 72100 15 0.90 180 + 1] Ia| Creamyl
15 237.100 90100 10 040 180 + o o) Creamy!
16 240.100 86.200 22 0495 1.80 + 1] Mo| &ldicarh-sulfone
17 240.100 145100 12 0495 1.80 + 1] Mo| &ldicarh-sulfone
18 163.100 §5.100 10 1.00 200 + 1] ol Metharmyl
19 163.100 106100 10 1.00 200 + o Mo Methamyl
20 241.000 195.000 15 1.00 200 + 1] Mol Picloram 3
J . e ;

Sekil 4.1. Pestisit analizi LC-MS/MS cihazi kiitle tarama parametreleri
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4.2. Antibiyotik Bilesenleri Analizine iliskin Bulgular

S1vi Kromatografi Tandem Kiitle Spektrometre (LC-MS/MS) cihazi kullanilarak
30 adet siizme bal ve 30 adet petekli bal 6rnegi olmak tizere toplam 60 adet bal 6rneginde
20 adet Sulfonamid grubu ve 5 adet Tetrasiklin grubu olmak iizere toplam 25 adet
antibiyotik bileseninin kalint1 analizi yapilmistir. Tetrasiklin grubu antibiyotik analizi
LC-MS/MS cihazi kiitle tarama parametreleri Sekil 4.2. de, Sulfonamid grubu antibiyotik
analizi LC-MS/MS cihaz1 kiitle tarama parametreleri Sekil 4.3. de sunulmusur.
Sulfacetamide analizinde 5-AP numarali 6rnege ait kromotogram (LC-MS/MS cihazi)
gorlniisii Sekil 4.4. de, Sulfadiazin analizinde 3-AP numarali 6rnege ait kromotogram
(LC-MS/MS cihaz1) goriiniisi Sekil 4.5. de sunulmustur.

B Tetracycline_okzalik_SON_full_loop.meth - Thermo Xcalibur, Instrument Setup: [AEE]
Fle T50 Help

Dlzla| 8| xl2|

Scan Edior | DivertValve | Tune Methed | Method Summay |

-

Run Settings
MS Acrite Time fmin) Experivert Tope: [sRM =]
“hccelaAS
Chiom Fiter Peak Width (s} & [20° = Colision Gas Pressus (mTor: [15 = ¥ Use Tuned Tube Lens Vaue
W) 01 Peak Width FWHM): (070 =] Cycle Timels) @ [0.400 = Shimmer Offset 04T [0 =

TS0 Guantum

-
. # Parent | Product c;:g::::vn "e'T'?"""';““ erl\:':w Polarity | Trigger | Reference Hame
I 1 443000 381.000 20 300 £.00 1] o methacy cline

Aoccla 1250 2| 443000 426000 20 300 600 [0 Mo methacycline
Pump 3 445200 339.200 20 300 6.00 + o Mo doxycyeling
4] 445200 410200 20 300 £.00 o Mo doxycyeling
5 445200 428300 20 300 £.00 o Mo doxyeyelineg
6 445300 154 300 20 300 £.00 1] o tetracycline:
T 445300 410300 20 300 £.00 a ho tetracycline:
8 445300 427200 20 300 6.00 o Mo tetracycline:
9 461200 337100 20 300 6.00 + o Mo oxytetracycing
1" 481.200 426.200 20 300 £.00 o Mo oxytetracycine
" 481.200 444 400 20 300 £.00 o Mo oxytetracycine
12 473200 154 200 20 300 £.00 1] Ko chlortetracycline
13 473200 444 300 20 300 £.00 a Ko chlortetracycline:
14| 479200 462300 20 300 6.00 o Mo chlortetracy cline

Sekil 4. 2. Tetrasiklin grubu antibiyotik analizi LC-MS/MS cihazi kiitle tarama
parametreleri

EH Sulfonamide_okzalik_2018_full_loop.meth - Thermo Xcalibur Instrument Setup

File T5Q Help
Dl=a| & x|%
~
Sean Ediar | Divert Vaive | Tune Method | Method Summary |
Fiun Settings
MS Aoquire Time [min) Evperiment Type:  [SAM -
“Bocela 45
Chrom Filter Peak Width (s} & [20 | Colision & as Fressure (mTan): [1.5 = [ Use Tured Tube Lens Value
- " SRM Settings
- =
| @1 Peak Width (PwHM: [ 070 - Cycle Timefsl: [ [0400 =] Skimmer Offset () 1~ =
TS0 Quantum
-~
SRM " o
# | Parent | Product | Collision | Retemtion | Time Polarity | Trigger | Reference Hame
pitn Time | Window
E -
[ 7zso0 52500 ED) 300 500 - o o suifariamide
Becela 1250 2] 172800 1s6.000 20 300 5.00 “ o o suifaniamide
Pump 3 215.000 92.000 15 300 .00 +| o Mo sulfacetamide
4| 215000 107500 15 300 5.00 - o o suifecstaride
5| 215000, 156000 15 300 5.00 - o o suifacstamide
] 250000 52200 s 300 5.00 “ o o suifapyridine
T 250.000 184100 25 300 .00 +| o Mo sulfapyridine
8] 251.000 52300 25 300 6.00 - 0 No sufediazine
9] 251000, 108300 25 300 5.00 - o o suifaciazine
0] 254000 52200 s 300 5.00 “ o o suifamethoxazale
1" 254.000 108,200 25 300 .00 + o Mo sulfamethoxazale
2] 256100 52200 25 300 6.00 - 0 Mo suifethiazole
3] 25600, 131000 25 300 5.00 - o o suifathiazole
13| 265100 1s6.00 20 300 5.00 “ o o suifomerazine
15 265100 172100 20 300 .00 + o Mo sulfamerazing
6] 206100 113.000 20 300 5.00 - 0 Mo sufisoxazole
7] 266400 136.000 20 300 6.00 - o o suifisoxazole
18] 271.000 52100 20 300 5.00 “ o o suifamethizole
19 271.000 156,000 20 300 .00 + o Mo sulfamethizole
20) 277100 108.000 20 300 5.00 - 0 Mo suifabenzamids 3

Sekil 4. 3. Sulfonamid grubu antibiyotik analizi LC-MS/MS cihazi kiitle tarama
parametreleri
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[ Thermo Xcalibur Quan Browser - 20180504_ant yotik_result.XON (Bracket 1, View All)

File View Zoom Options GoTo Help

=& HS|E| t]¢|$]E ]e]o|d] 2
Brackstinuse [Bracket 1 ] Colbistion Fie [Enbedded Calbraton i

- =] | sulfapyidine
File Name Ssample Type | Integration Type Area | 5:;2'{']:1 | C:':':'o':':t" ‘ %DIff | %RSD-AMT | Peak Status Level ‘ Units ‘ RT—| | sulfomerazine
1 Z016_166 Unknown Wethod Seffings F N, F F NF Mot Founed NA ok owtelracyclne
2 2016167 Lnknown Method Settings 153 NA 39747 N A& ‘Response Low A bk Su};ame:'gaﬂlne
sullamethizol
3 2012 168 Unknown Wethod Settings HF HA NF NF NF MotFound  NA. lamethospppidazine
2018_169 Unknown Method Settings HF NA NF N NF MotFound A tetracycline.

sulfamanamethiosin
sulforneter
chicntetracyciine
sulfachloropyidazine
sufsdarine
sulfacimethorine

o d
Hot Found
hF MF MF Mot Found A
NF HF WF -Hot Found A

2016_171 Unknown
2016172 Unknown Method Settings MF
2018 173 Unknown Method Seftings HF

B 2018_174 Unknown Method Settings NF NF N NF NotFound N
! sullamethoxazole
10 |2018.175 Unknown Method Seftings HF NF W WF MotFourd N Chiotetracycine, 2
T |2018_176 Unknown Wethod Settings HF NF NF NF MotFound  NA. methacycine
12 |018177 Unknown Mthod Settings NF F F NF NotFound N ;“”‘SWIZ”‘E
; josycycline
15 |2015_178 Unknown Wethod Settings HF NF WF WF MotFound N Sulrymide
14 |a0i8_178 Unknown Method Settings NF NF N NF NotFound  NA sullaphenazale
15 |2016180 Lnkmower Method Settings HF NF HF NF Mot Fourel R sullabenzamide
sufadosine_2
[P Arf AGCs A Blanks ) sulfadimethosine_2
2015_110 (Method Settings) 51542011 6:34:13 PM suffacetamide k

Y= 247283+62176.6% R*2= 09940 W Equal
T 000600 3M: 156

hereoes 7000000
S pusk mise
ToR 2 o0 5 5052 001 £000000
)
B 5000000
¥
H EQUUUUUU
H “ 3000000
£
& 2000000
1000000
T o e o000 0 e e
N " 0 20 40 60 a0 100
Time (i) aph

Sekil 4.4. Sulfacetamide analizinde 5-AP numarali Ornege ait kromotogram
(LC-MS/MS cihaz1) goriniisii (Integre edilebilecek biiyiikliikte bir pik tespit
edilememisir)

Thermo Xcalibur
File View Zoom Options Golo Help

e SlEle| 48] s]lolo]] O|F 2

sulfacetamide:

Bracketinuse |Bracket 1 ~|  CalbrationFie [Embedded Cafiration

sulfathiazale
sulfapyridine
File Hame Sample Type ‘ Integration Type Area | 5:::::: ‘ c;’:ﬁ:’::'ft" ‘ %DIff | %RSD-AMT | Peak Status Level ‘ Units ‘ RT—| | sulfomerszine
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Sekil 4.5. Sulfadiazin analizinde 3-AP numarali Ornege ait kromotogram
(LC-MS/MS cihaz1) goriiniisii (Integre edilebilecek biiyiikliikte bir pik tespit
edilememistir)
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Analizi yapilan bal 6rneklerinin hi¢ birinde Cizelge 4.2 ve 4.3 de listesi verilen
20 adet Sulfonamid grubu ve 5 adet Tetrasiklin grubu olmak iizere oplam 25 adet
antibiyotik bileseninin kalintilarina rastlanmamastir.

4.3. Naftalin Analizine Iliskin Bulgular

GC-MS cihazi kullanilarak 30 adet siizme bal ve 30 adet petekli bal 6rnegi olmak
tizere toplam 60 adet bal 6rneginde naftalin kalint1 analizi yapilmistir. Analiz edilen
toplam 60 adet 6rnegin 3 adedinde naftalin kalintis1 tespit edilmistir. 7-AP kodlu 6rnekte
3,9 ng/kg konsantrasyonda, 4-KP kodlu 6rnekte 3,0 pg/kg konsantrasyonda ve 12-KP
kodlu 6rnekte 8,9 png/kg konsantrasyonda naftalin kalintis1 tespit edilmisir. Ancak Tiirk
Gida Kodeksi Bal Tebliginde naftalin icin maksimum kalinti limiti 10 pg/kg olarak
belirlenmistir (Anonim 2012). Sonug olarak maksimum kalint1 limitini agan herhangi bir
ornek tespit edilmemistir. Naftalin kalintis1 tespit edilen 7-AP, 4-KP ve 12-KP kodlu
orneklere ait kiitle spektrumu kromatogram goriintiileri Sekil 4.6, 4.7. ve 4.8. de naftalin
kalintis1 olmayan bir 6rnege (5-KP) ait kiitle spektrumu kromatogram goriintiisii ise Sekil
4.9. da sunulmustur.
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Sekil 4.6. 7-AP kodlu 6rnege ait naftalin analizi kiitle spektrumu kromatogram goriintiisii
(Bu ornekte 3,9 pg/kg konsantrasyonda naftalin kalintis1 tespit edilmistir)
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Sekil 4.7. 4-KP kodlu 6rnege ait naftalin analizi kiitle spektrumu kromatogram
goriintiisii (Bu 6rnekte 3,0 ng/kg konsantrasyonda naftalin kalintis1 tespit edilmistir)
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Sekil 4.8. 12-KP kodlu 6rnege ait naftalin analizi kiitle spektrumu kromatogram
goriintlisii (Bu 6rnekte 8,9 pg/kg konsantrasyonda naftalin kalintist tespit edilmistir)
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Sekil 4.9. 5-KP kodlu 6rnege ait naftalin analizi kiitle spektrumu kromatogram
goriintiisii (Bu 6rnekte naftalin kalintis1 tespit edilmemistir)
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5. TARTISMA

Tarimsal tretimde verimi artirmak amaciyla o6zellikle son ceyrek ylizyilda
gelistirilen teknik ve uygulamalar hem bitkisel {iretimde hem de bal aris1 yetistiriciliginde
kimyasal madde kullanimini artirmistir. Bu nedenle giiniimiizde bal arilar1 daha yogun
bir sekilde kimyasal maddelerin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir. Nitekim son
yillarda 6zellikle ABD ve Avrupa iilkelerinde yasanan yogun bal aris1 koloni kayiplarinda
da en 6nemli etmenin pestisitler oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica antibiyotik kalintisindan
dolayi 6zellikle Cin orijinli ballarin ABD’ ye satisinda sinirlamalar getirilmis ve gegmis
yillarda da bazi Tiirk ballarinda naftalin kalintisindan dolay1 ihracatta sorunlar
yasanmistir. Bu nedenlerle son yillarda bal arist {iriinlerinde kalinti belirlenmesine
yonelik arastirmalar artmistir. Kalint1 analiz tekniklerindeki gelismeler de daha gilivenilir
ve hizli sonuglarin elde edilmesini saglamistir.

Bal aris1 yetistiriciliginin binlerce yildir yapildigi bir cografyada bulunan Tiirkiye
giiniimiizde de ¢ok 6nemli bir aricilik iilkesidir. Son ¢eyrek yiizyildir ABD ve Avrupa
Ulkeleri’nin bal aris1 koloni sayilarinda ¢ok énemli diisiisler yasanmisken iilkemizde
koloni sayis1 ve toplam bal {iretimi siirekli artmis ve 2017 yili verilerine gore yaklasik 8
milyon adet bal aris1 koloni varligi ve 115 bin ton yillik bal tiretimi ile diinyada Cin den
sonra ikinci siraya yiikselmistir (Anonim 2018). Ancak kovan basina bal verimi bu
sliregte bir tiirlii artirilamamus ve yillik 14-15 kg ile diinya ortalamasinin (20 kg) oldukca
altinda kalmistir. Aricilikta verimliligi etkileyen faktorler arasinda hastalik ve zararlilar
On sirada yer almaktadir. Kimyasal ilaglama uygulamalarinin kolay olmasi1 ve hizli sonug
alinmasi nedeni ile aricilarin ilk tercihi haline gelmistir. Bitkisel tiretimde ve bal arisi
yetistiriciliginde hastalik ve zararlilara kars1 kullanilan kimyasal ilaclar ar1 tiriinlerinde
kalintiya yol agmakta ve halk sagligini tehdit etmektedir. Kalintiya yol acan bilesiklerin
baginda pestisitler yer almaktadir. Art iiriinlerine pestisitler, direkt bal arilarinin pestisitle
temas1 veya pestisitlerin kovana uygulanmasi ile bulagmaktadir. Dolayli olarak ise
bitkisel iretimde hastalik ve zararlilarla miicadele i¢in uygulanan pestisitlerin bal
arilarina bulagsmasi ve bal arilar1 ile kovana tasinmasi sonucu gerceklesmektedir.

Bu ¢alismada Antalya ili Akseki ve Ibradi ilgelerinde 15 aricidan alinan toplam
60 adet bal 6rneginde 331 adet pestisit bileseni kalintis1 incelenmis ve higbir drnekte
kalint1 saptanmamustir. Ornek alman bdlgenin yogun monokiiltiir bitki yetistiriciliginin
yapildig1 bir bolge olmamasi nedeniyle bitkisel liretimde hastalik ve zararlilarla miicadele
icin uygulanan pestisitlerden kaynaklanan kalintiya rastlanmamasi beklenen bir sonug
olmustur. Ancak 6zellikle Trakya Bolgesi’nde aycicegi, Akdeniz ve Ege Bolgeleri’nde
pamuk gibi monokiiltiir tarimin yapildigi ve bal iiretildigi alanlarda bitkisel iiretimde
kullanilan pestisitlerin ar1 {riinlerinde kalinti birakma olasilig1 dikkate alinmali ve
incelenmelidir. Balda kalintiya yol acan pestisitlerin en 6nemli kaynag tilkemizdeki tiim
kovanlara bulagsmis olan, ekonomik kayiplara yol agan ve hizli yayilan bir dis parazit
olan ar1 akarina (varroa’ya) kars1 yapilan kimyasal miicadeledir. Bu akarin 1976 yilinda
Bulgaristan’dan Trakya’ya girdigi tahmin edilmektedir. Salgin yaptig1 yillarda 600.000
adet koloninin sOnmesine yol agmistir. Giiniimiizde biitiin {ilke kovanlarinda
goriinmektedir ve g¢esitli miicadele yontemleri ile kovan iginde ¢ogalmasi
engellenmektedir. Varroa ile miicadele amaciyla malathion, amitraz, bromoprophylate,
coumaphos, fluvanilate, flumethrin gibi farkl iilkelerde ¢ok sayida kimyasal madde
kullamilmistir. Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan ar1 zararlist olan varroa ile miicadele
amaciyla 1slah caligmalar1 yapilmig, fiziksel ve biyolojik miicadele yontemleri
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gelistirilmis ve kalint1 birakmayan bircok bilesik de denenmistir. Ulkemizde ruhsatl
ilaglarin yani sira birgok ruhsatsiz ilag da varroa miicadelesinde kullanilmaktadir (Tutkun
ve Inci 1992).

Ulkemiz ballarinda pestisit kalintilarmin belirlenmesine yonelik arastirmalara
1980’ i yillarda baglanmistir. Bulakeri ve Tufan (1986) Marmaris-Fethiye yorelerinden
134 bal 6rneginde pestisit kalintisini arastirmislar ve 27 bal 6rneginde malaoxane kalintisi
bulmuglardir. Selgukoglu (1999) doktora tez calismasinda Cukurova Bolgesi’nde
toplanan 135 bal 6rneginde amitraz ve fulvalinate kalintilarini incelemis ve higbir 6rnekte
fluvalinate kalintisina rastlamadigini ancak 25 6rnekte Amitraz kalintisina rastladigini
belirtmistir. Giil (2008) tarafindan yapilan doktora tez ¢alismasinda ise Tirkiye
genelinden 200 aricidan alinan 600 adet ve marketlerden toplanan 10 adet bal 6rneginde
yapilan pesisit kalint1 analizinde ise Tiirkiye geneli amitraz kalinti miktar1 % 4.7
coumaphos kalintt miktar1 ise % 1.4 olarak tespit edilmistir. Derebasi vd. (2014)
Karadeniz Bolgesi’ndeki 17 ilde bulunan aricilardan toplanan 209 petekli bal 6rneginde
yapiklar pestisit kalint1 analizinde ise amitraz ve flumethrin’i sirasiyla % 21 ve 34.9
oraninda ve 57.9 - 167.4 ppb ve 20.9 - 38.6 ppb araliginda saptanmiglardir. Saygili (2017)
tarafindan yapilan yiiksek lisans tez calismasinda ise Kirklareli Ili civarinda aricilik yapan
57 ireticiden alinan petek orneklerinde imidacloprid, tribenuron metil, propargit ve
pendimethalin pestisit kalintilarinin tespiti yapilmis ve 57 6rnegin 11 adedinde propargit
ve 4 adedinde de pendimethalin seviyesini maksimum kalint1 seviyelerinin tizerinde tespit
edilmistir. Bu tez ¢alismasinda incelenen bal o6rneklerinde 331 adet pestisit bileseninin
kalintisina rastlanmamistir. Bu sonuclar 6rnek alinan bolgedeki aricilarin varroa
miicadelesinde gerekli 6zeni gosterdiklerini dogrulamaktadir. Varroa miicadelesinde
erken ilkbaharda ve ge¢ sonbaharda ruhsatli ilaclarin 6nerilen dozda kullanilmasi balda
kalint1 riskini 6nlemede en 6ncelikli uygulamadir.

Bal arilarinda yavru ¢iiriikliigii hastaliklarina karsi kullanilan antibiyotikler de
onemli bir kalint1 kaynagidir. Avrupa Birligi antibiyotikle tedaviye izin vermemektedir.
Antibiyotiklerin kullanimina izin verilmedigi i¢in maksimum kalint1 limitleri (MRL) de
belirtilmemistir. Ulkemiz ballarinda yapilan ¢aligmalarda antibiyotik kalintisina
rastlanmis ve 6zellikle bal ihracatinda bu durum 6nemli bir sorun yaratmistir. Bu nedenle
iilkemizde de antibiyotik kullanimi yasaklanmistir. Uludag (2008) tarafindan yapilan
yiiksek lisans tez caligmasinda Ege Bolgesi’nde tiiketime sunulan ballar siilfonamid grubu
antibiyotik kalintilar1 yiiniinden arastirilmistir. Bu amacla, tiretim miktarlar1 g6z 6niinde
tutularak bolge illerinden toplam 103 adet bal 6rnegi toplanmistir. Ege bolgesinden
toplanan 103 bal 6rneginin % 23’{inde stilfonamid grubu anibiyotik kalintis1 tespit edilmis
olup, pozitif érneklerin % 68’inin siilfametazin, % 12’sinin siilfamerazin, ve % 20’sinin
de siilfametoksazol ile kontamine oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, toplanan bal
orneklerinde yaygin olarak siilfonamid grubu pestisit kalintilarina rastlanmis ve Ege
Bolgesi ar1 yetistiricilerinin yasadisi olarak bu ilaglar1 kullandiklar tespit edilmistir. Giil
(2008) tarafindan yapilan doktora tez ¢alismasinda ise Tiirkiye genelinden 200 aricidan
alman 600 adet ve marketlerden toplanan 10 adet bal 6rneginde biyokimyasal, mineral
madde, antibiyotik, pestisit ve naftalin kalintilar1 ile polen icerikleri analiz edilmistir.
Tiirkiye genelinde toplanan tiim bal 6rneklerinde yapilan antibiyotik analizlerinde % 29.5
oraninda siilfonamid, % 3.3 oraninda tetracycline, % 11.9 oraninda streptomycine
kalintilart igerdigi belirlenmistir. Derebas1 vd. (2014) Karadeniz Bolgesi’ndeki 17 ilde
bulunan aricilardan 2007 yilinda toplanan 209 petekli bal 6érneginde fiziko-kimyasal
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ozellikleri incelemisler ve kalint1 analizleri yapmuslardir. Incelenen 209 bal drneginden
13 adedinde streptomycin 59 adedinde sulphonamide ve 7 adedinde de tetracycline tespit
etmisler ve bu 6rneklerin hem uluslararas1t hem de ulusal bal kodeksine uygun olmadigini
belirtmislerdir. Kortel (2015) tarafindan yapilan yiiksek lisans tez g¢alismasinda ise
Erzurum ilinde satisa sunulan marketlerden toplanan toplam 20 bal 6érneginde (10 farkl
markadan) 8 pestisidin ve antibiyotiklerin kalintilar1 arastirilmistir. Incelenen bal
Oorneklerinin 8 adedinde siilfametazin, 2 adedinde tetrasiklin ve 2 adedinde de
oksitetrasiklin  kalintist  icerdigi  belirlenmistir. Sonuglar; iilkemiz bal arisi
yetistiriciliginde antibiyotik kullaniminin yasak olmasina ragmen, Erzurum ilinde bazi
aricilarin antibiyotik kullanildigin1 gdstermektedir. Saygili (2017) tarafindan yapilan
yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise Kirklareli ili civarinda aricilik yapan 57 iireticiden
alman petek Orneklerinde yapilan analiz sonucunda herhangi bir antibiyotik kalintisi
bulunmamustir. Benzer sekilde bu arastirmada da incelenen bal 6rneklerinin hi¢ birinde
20 adet sulfonamid grubu ve 5 adet tetrasiklin grubu olmak iizere oplam 25 adet
antibiyotik bileseninin kalintisina rastlanmamistir. Bu nedenle bu ¢alismanin sonuglar1 da
son yillarda antibiyotik kullaniminin engellenmesinde dnemli kazanimlar saglandigini
gostermektedir.

Mum giivesi (Galleria mellonella L.) bir sonraki yil kullanilmak iizere saklanan
peteklerde 6nemli hasarlara neden olan bir zararlidir. Petekleri mum giivesinden korumak
amaciyla kullanilan naftalinin zararl etkilerinin ortaya ¢ikmasi sonucunda bircok tilkede
naftalin kullanim1 yasaklanmistir. Avrupa Birligi'nde 2005 yilindan itibaren naftalin i¢in
izin verilen maksimum kalint1 limiti 10 pg/kg (ppb) olarak belirlenmistir (EC 396/2005).
Bu limit ayn1 diizeyde (10 ppb olarak) Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’nde de yer
almaktadir (Anonim 2012). Tiirk ballarinin naftalin icerigi ile ilgili arastirmalara 2000’11
yillarda baglanmistir. Beyoglu ve Omurtag (2007) analiz edilen 100 adet bal 6rneginin bir
tanesinde 1,13 pg/kg diizeyinde naftalin kalintist tespit etmistir. Giil (2008) tarafindan
yapilan doktora tez ¢alismasinda ise Tiirkiye genelinden 200 aricidan alinan 600 adet ve
marketlerden toplanan 10 adet bal 6rneginde naftalin kalintis1 yoniinden analiz etmis,
calisma sonunda sadece 5 6rnekte naftalin kalintisi tespit ederken, bunlarin higbirini yasal
smirin - lizerinde bulunmamustir. Bagge (2009) tarafindan yapilan yiiksek lisans
caligmasinda ise temel petek iireten 4 isletmeden alinan temel peteklere naftalin
uygulamasi yapilmis ve Ornek alinan temel peteklerin baslangic diizeyleri kalinti
miktarlar1 ve 60, 120 ve 180 giin siireyle havalandirilmas1 sonucundaki kalint1 miktarlari
belirlenmistir. Sonug olarak, temel peteklerin 60 giin havalandirma ile kalinti miktarinin
onemli diizeyde (P<0.05) azaldig1 belirlenmistir. Sireli (2013) tarafindan yiiriitiilen bir
projede ise Tiirkiye’nin farkli iklim ve cografik bdlgelerinde iiretilen ve Ankara’da
tikketime sunulan 120 adet ticari stizme bal (98 adet siizme ¢icek bal, 22 adet siizme ¢am
bal) &rneginde naftalin kalintis1 GC-MS ydntemi ile belirlenmistir. incelenen drneklerin
% 9,16’smin (120/11) naftalin kalintis1 yoniinden pozitif oldugu saptanmstir. Pozitif bal
orneklerindeki naftalin kalint1 diizeyinin ise 1,1 ile 6,2 ppb arasinda oldugu belirlenmistir.
Derebast vd. (2014) Karadeniz Bolgesi’ndeki 17 ilde bulunan aricilardan toplanan 209
petekli bal 6rneginde naftalin kalintisini incelemislerledir. Ortalama naftalin kalintisi
4.04+0.48 pg/kg olmasina karsin, 20 drnekte naftalin kalintist limitlerin (10 ppb) iistiinde
bulunmustur. Tosunoglu (2015) ise Bursa ilinde satisa sunulmus olan 45 bal 6rneginde
GC-MS cihaz1 kullanarak naftalin analizi yapmis ve analiz sonucunda ¢aligilan higbir
ornekte tespit limiti olan 2 pg/kg degerinin iizerinde naftalin kalintisina rastlamamustir.
Golge vd. (2017) Adana, Osmaniye ve Mersin illerindeki market ve bal {ireticilerinden
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2015 ve 2016 yillarinda tedarik edilen toplam 90 adet siizme balda GC-MS ile naftalin
analizleri yapmiglar ve drneklerin sadece bir tanesinde 115.234 ppb diizeyinde naftalin
tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da GC-MS cihaz1 kullanilarak 30 adet siizme bal ve 30
adet petekli bal 6rnegi olmak tizere toplam 60 adet bal 6rneginde naftalin kalint1 analizi
yapilmistir. Analiz edilen toplam 60 adet 6rnegin 3 adedinde Tirk Gida Kodeksi Bal
Tebligi’nde naftalin i¢in belirtilen 10 pg/kg diizeyinin altinda 3,0 pg/kg, 3,9 ng/kg ve 8,9
ng/kg diizeyinde naftalin kalintis1 tespit edilmistir. Naftalin konusunda bu ¢aligmanin ve
son yilllarda yapilan aragirmalarin sonuglari gecmis yillarda tilkemiz ballarinda 6nemli
bir sorun olan naftalin kalintis1 probleminin giderek azaldigini gostermektedir. Ayrica bu
calismadan elde dilen 6nemli bir bulguda da ii¢ naftalin kalintis1 tespi edilen petekli bal
orneklerinden alinan siizme bal 6rneklerinde naftalin kalintisina rastlanmamasidir. Bu
sonug da petekli ballalarin siizme ballara gore naftalin kalintis1 bakimindan daha fazla
risk tasidigini dogrulamaktadir.
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6. SONUCLAR

Zengin bitki ortiisii, iklimsel 6zellikleri ve insan kaynagi dikkate alindiginda
Tiirkiye’de aricilik hem {ilke insanina saglikli tirtinler sunabilecek hem de 6nemli ihracat
geliri saglayabilecek potansiyeli olan bir sektordiir. Tiirkiye, bal iiretimi bakimindan
diinyada ilk bes iilke arasinda yer almasia karsin verimlilikte, kalitede ve ihracatta
onemli sorunlar yasamaktadir. Varroa’ya karsi kullanilan pestisitlerin, yavru
hastaliklarina kars1 kullanilan antibiyotiklerin ve biiyiilk mum gilivesine kars1 kullanilan
naftalinin bal ve bal mumundaki kalintilari, piyasaya siiriilen sahte ve tagsis edilmis ballar
ar1 uriinlerinin saf, dogal imajin1 bozmakta, tiiketicilerde kaygi ve isteksizlik yaratmakta
ve halk saghg ve gida giivenligi acisindan da risk olusturmaktadir. Ayrica bu
uygulamalar Tiirkiye’nin bir¢ok Avrupa Birligi iilkelerine ve ABD’ ne yaptigi bal
ihracatinda da en 6nemli sorunlar1 olusturmaktadir.

Ulkemizdeki ballarda kalinti miktarinin azaltilmasi igin yogun caba sarf
edilmektedir. Antibiyotik ve naftalin kullanimi yasaklanmis, {iretilen ballarin biitiin
siireclerde denetlenebilmesi icin de ABD ve Avrupa Birligi iilkelerindekine benzer
sekilde hazirlanan bal teblig ve bal eylem planit uygulamaya konulmustur. Biitiin bu
gelismelere karsin son yillarda yapilan bilimsel calismalar iilkemiz ballarinda kalinti
sorununun tamamen ¢oziilmedigi gostermektedir. Bu ¢alismada Antalya ili Akseki ve
Ibrad: ilgelerinde 15 aricidan alman toplam 60 adet bal 6rneginde 331 adet pestisit
bileseni, 25 adet antibiyotik bileseni ve naftalin kalintist incelenmis ve siizme ve petekli
bal 6rneklerini kalint1 icerigi bakimindan karsilagtirilmistir. Sinirli bir bolgede ve 6rnek
sayisinda yapilan bu c¢alisma sonuclarina bagli olarak iilke ballar ile ilgili genel bir
degerlendirmede bulunmak gergek¢i ve bilimsel bir yaklasim olmayacaktir. Bununla
birlikte en az 30 kovana sahip, ticari olarak aricilik yapan aricilardan alinan 60 bal
orneginin hi¢ birinde incelenen pestisit ve antibiyotik bilesenlerinin kalintisinin
bulunmamasi ve yalmiz ii¢ 6rnekte de Tirk Gida Kodeksi Bal Tebliginde naftalin i¢in
belirtilen 10 pg/kg diizeyinin altinda naftalin tespi edilmesi iilkemiz ballarindaki kalinti
sorununun ¢oziimiinde aricilarin egitimi, hizli kalint1 analiz ve izleme tekniklerinin
gelistirilmesi gibi bazi uygulamalarin 6nemli katki sagladigini gostermektedir. Analiz
edilen bal 6rneklerinde pestisit ve antibiyotik bilesenlerinin kalintisina rastlanmadigi i¢in
bu bilesenlerin siizme ve petekli bal 6rnekleri icerisindeki degisimi tespit edilememistir.
Yalniz ii¢ petekli bal 6rneginde Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebliginde naftalin i¢in belirtilen
10 pg/kg diizeyinin altinda 3,0 pg/kg, 3,9 ng/kg ve 8,9 ng/kg diizeyinde naftalin kalintisi
tespit edilmistir. Bu {i¢ naftalin kalintis1 tespi edilen petekli bal 6rneklerinden alinan
stizme bal 6rneklerinde naftalin kalintisina rastlanmamasi petekli ballalarin stizme ballara
gore naftalin kalintis1 bakimindan daha fazla risk tasidigini géstermektedir.

Bazi iilkelerde hi¢ olmayan, bazi iilkelerde ise ¢ok az miktarda olan petekli bal
tiiketimi lilkemizde olduk¢a yaygindir. Tiirkiye’nin dnemli bir bal mumu ithalatgis
olmasi, bal arilarinin petegi tiretmek i¢in fazla isgiicii harcamalar1 ve bal tiikketmeleri, bal
mumumun degerli bir besin olmamas1 ve sindirilmeden atilmasi, ithal edilen veya
kontrolsiiz iilkeye giren bal mumlarinin patojen tasima riskinin yiiksek olmasi, bal
mumundan temel petek iiretme silirecinde steril kosullarin saglanmamasi ve insan
sagligini tehdit edecek bazi maddelerin katilma riski gibi bir¢ok nedenle siizme ballarin
tercih edilmesi gerekmektedir. Ayrica bal mumu kimyasallar1 emen ve depolayan bir
yapidadir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da balmumunun diger bir ifade ile petegin naftalin
gibi ucucu olan ¢ok zararl bir bilesigi emdigi ve kalint1 biraktigin1 dogrulamaktadir.
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Tiketiciler petekli balin daha dogal oldugunu diisiiniirlerken aslinda siizme ballara oranla
daha fazla riskle kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bu nedenle ilgili kamu kurumlari, aricilik
orgiitleri ve bal sektoriiniin temsilcileri tiiketicileri bu konuda dogru bilgilendirmeleri ve
petekli bal tiiketimi yerine slizme bal tiikketimini tesvik etmeleri yararli olacaktir.

Bal arilarinin ve ari {iriinlerinin zirai miicadele ilaglarinin olumsuz etkilerinden
korunmasi i¢in bikisel {iretim yapan ¢iftgilerin resmi gazetede yayinlanan (30.11.2011
tarith ve 28128 say1) zirai miicadele tebbirlerine uymasi saglanmalidir. Bu cercevede;
plansiz rastgele ilaglamalar yapilmamali, ilaglamalar kiiltiir bitkilerinin ¢igeklenme
doneminde kesinlikle yapilmamali ve miimkiinse ar1 uguslarinin seyrek oldugu Subat-
Mart aylarinda ilaglamalar tamamlanmali, ilagclamalardan once ¢evredeki aricilar
bilgilendirilmeli, toz ilaglar yerine sivi ve graniil ilaglar tercih edilmeli, etki siiresi ve
kalicilig1 kisa olan ilaglar kullanilmali ve kullanilan ilaglarin ¢evredeki su kayanlarina
karigsmasi 6nlenmelidir.

An Yetistiricileri Birlikleri tarafindan aricilarin, hastalik ve zararlilarla miicadele
konusundaki egitimlerinin artirilarak siirdiiriilmesi, ar1 hastalik ve zararlilarina karsi
yapilacak ilaglamalarin bal tiretim donemi disinda, ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde
yapilmasi, 6zellikle varroa’ ya karsi ruhsatli ilaclarin ayn1 zaman diliminde ayni bolgede
toplu olarak yapilmasinin saglanmasi, peteklerin korunmasina yonelik risk tagimayan ve
kolay uygulanan yontemlerin gelistirilmesi ar1 liriinlerinde kalintinin 6nlenmesine 6nemli
katk1 saglayacaktir.

Balda kalinti analizlerinin her yerde yapilamamasi ve pahali olmasi bireysel
olarak aricilarin ve tiiketicilerin bu analizleri yaptirmasini olanakli kilmamaktadir. Bu
konuda en 6nemli gorev An Yetistiricileri Birlikleri’ne, bal satis1 yapan firmalara ve
Tarim ve Orman Bakanligi’na diismektedir. Marketlerden veya iireticilerden rutin bir
sekilde ornekler alinarak kalint1 analizleri yapilmalidir. Aricilardan alinan ballar tizerinde
gerekli analiz ve denetimleri yaparak tiiketime sunulmalidir. Tarim ve Orman Bakanligi
balda tagsis yapan ve Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligine uygun olmayan bal 6rneklerinin
ait oldugu firmalar1 kamuoyuna agiklamaktadir. Benzer sekilde marketlerden veya
ureticilerden alinan bal 6rneklerinde kalinti analizleri de yapilarak ballarinda kalinti
iceren firmalar agiklanmalidir. Sonug olarak hem halk saglig1 ve gida giivenligi hem de
aricilik sektoriiniin gelecegi igin; ar1 uriinlerinin tiretiminden tiiketimine kadar gegen
stirecteki tlim faaliyetlerin sektor igindeki her kesimin kabul edecegi ilke ve kurallara
uygun olarak siirdiiriilmesi, ar1 iirlinlerinde kalintinin 6nlenmesi konusunda fiiretici,
tiiketici ve saticilarin bilinglendirilmesi ve etkin ve yaygin denetimin saglanmasi
gerekmektedir.
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