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Doktora Tezi
OZET

MISIR SILAJINDA BAZI INSEKTISITLER VE BUNLARIN ZEHIRLI
METABOLITLERININ KALINTI DURUMUNUN BELIRLENMESI

ismail AZAR

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Nabi Alper KUMRAL

Bu c¢alismanin amaci, chlorpyrifos, deltamethrin ve imidacloprid’in 200 giinlik
fermantasyon siiresince misir silaji i¢erisindeki degredasyonunu ve bazi metabolitlerine
[3,5,6-trichloro-2-pyridinol, diethyl phosphate, diethyl thiophosphate, chlorpyrifos-oxon,
3-phenoxybenzoic acid, 3-(4-hydroxyphenoxy)benzoic acid, imidacloprid-olefin,
imidacloprid guanidine, 6-hydroxynicotinic acid ve 6-chloronicotinic acid] doniistimiinii
izlemektir. Calismada, fermantasyon siirecinin insektisitlerin pargalanmasi ve
metabolitlere doniismesi tizerine etkisi arastirllmistir. Laktik asit bakterilerinin
fermantasyonu misir silajinda asidik kosullarin olusumuna neden olmaktadir. Insektisitler
fermantasyon ortaminda bulunan bu mikroorganizmalar tarafindan metabolize
edilebilmektedir. Bu tez calismasinda insektisitler blank drneklere (pestisit kullanilmadan
yetistirilen musirlar) laboratuvar ortaminda ayri ayr1 uygulanmistir. Insektisit spike
edilmis musir bitkilerinin bir kismi1 kurumaya birakilmig, bir kismi1 kavanozlarda silaj
yapilmigtir. Fermantasyonun etkisini belirlemek igin 6rneklerde, spike edilmis olan
insektisitler ve metabolitleri LC-MS/MS kullanilarak periyodik olarak analiz edilmistir.
Analizlerde kullanilan yontemin verifikasyonu SANTE/12682/2019 rehberine gore
yapilmistir. LOD degerleri 2,76 mg/kg ile 53,61 mg/kg arasinda, LOQ degerleri ise 9,19
mg/kg ile 178,71 mg/kg arasinda bulunmustur. Analitlerin geri kazanimlar1 %93,7-109,2,
tekrarlanabilirlik RDS; degerleri %1-15 ve tekrariiretilebilirlik RDSgr degerleri %1-13
arasinda hesaplanmustir. Insektisit uygulanmasindan 200 giin sonra silaj 6rneklerinde
chlorpyrifos, deltamethrin ve imidacloprid bozunma oranlari sirasiyla %46, %45 ve %30
olarak tespit edilirken bu oran kontrol (kurutulmus misir) 6rneklerinde %67, %55 ve %61
olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma, misir silajindaki diisilk pH ortaminin insektisitlerin
bozunmasini yavaslattigini, dolayisiyla pestisit kalintilarinin aerobik kosullara kiyasla
silaj ortaminda daha uzun siire stabil kalabildigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: ¢oklu kalint1, fermantasyon, insektisitler, LC-MS/MS, metabolitler,
mustr silaji, yem
2022, xi + 134 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF SOME INSECTICIDE AND THEIR TOXIC METABOLITES
RESIDUES IN MAIZE SILAGE
ismail AZAR

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nabi Alper KUMRAL

The aim of this study was to monitor the degradation of chlorpyrifos, deltamethrin and
imidacloprid and transformation to their some metabolites [3,5,6-trichloro-2-pyridinol,
diethyl phosphate, diethyl thiophosphate, chlorpyrifos-oxon, 3-phenoxybenzoic acid, 3-
(4-hydroxyphenoxy)benzoic acid, imidacloprid-olefin, imidacloprid guanidine, 6-
hydroxynicotinic acid and 6-chloronicotinic acid] during the 200-day fermentation period
of maize silage. The effect of the fermentation process on the degradation of insecticides
and the transforming to metabolites was investigated. The fermentation of lactic acid
bacteria causes the acidic conditions in maize silage and insecticides can be metabolized
by the microorganisms in the fermentation medium. In this study, each insecticide was
applied separately under laboratory conditions to blank sample (maize plants grown
without pesticides). A part of the maize plants spiked with insecticide were left to dry and
the other part was ensiled in jars. Spiked insecticides and their metabolites were analyzed
periodically using LC-MS/MS in samples to determine the effect of fermentation.
Analytical method was verified according to the SANTE/12682/2019 Guideline. The
LOD and LOQ values were between 2,76 mg/kg to 53,61 mg/kg and 9,19 mg/kg to 178,71
mg/kg, respectively. The recovery, repeatability RDSr and reproducibility RDSR values
of compounds were calculated between 93,7-109,2%, 1-15%, and 1-13%, respectively.
In silage samples, the degradation of chlorpyrifos, deltamethrin and imidacloprid was less
with rates of 46, 45 and 30%, respectively, compared with the control samples (67, 55
and 61%). This study showed that the low pH in maize silage decelerate the degradation
of insecticides, so pesticide residues can remain stable for longer in the silage
environment compared to aerobic conditions.

Key Words: feed, fermentation, insecticides, LC-MS/MS, maize silage, multiresidue,
metabolites
2022, xi + 134 page.
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1. GIRIS

Yeterli ve giivenilir gida temini diinya i¢in en dnemli konularin basinda gelmektedir. Gida
temini ise dogrudan dogruya tarimsal {iretime bagli bulunmaktadir. Bu nedenle tarimsal
iiretimin kalite ve miktarini arttirmak her gecen giin daha da 6nemli olmaktadir. Tarimsal
tiretim miktarin1 ve kalitesini arttirmanin en etkili yollarindan birisi de bitki zararlilari,
hastaliklar1 ve yabanci otlarin neden oldugu verim ve kalite kayiplarini azaltmaktir. Bu
amagla kimyasal, fiziksel ve biyolojik miicadele yontemlerinin yani sira kiiltiirel nlemler
ve yasal diizenlemeler gibi farkli zirai miicadele yontemleri uygulanmaktadir. Kimyasal
miicadele kisa siire icerisinde etkin sonu¢ vermesi ve kolay uygulanabilir olmast gibi
avantajlart nedeniyle en sik bagvurulan yontem durumundadir (Tiryaki vd., 2010). Bu
nedenle pestisitler uzun yillardir tarim triinlerinin zararlilardan korunmasi ve verim
kaybinin engellenmesi amaciyla kullanilan, tarimsal iiretimin en 6nemli unsurlarin biridir
(Kumar vd., 2013; Sharma vd., 2019; M. Zhang vd., 2015). Kimyasal miicadele tarimsal
miicadele yontemleri arasinda %95’in iizerinde bir paya sahiptir ve kimyasal miicadele
uygulanmamas: halinde tarimsal iiretimde %60’a varan kalite ve verim kayiplar

olusabilecegi tahmin edilmektedir (Turabi, 2007).

Pestisitlerin ruhsatlarinda belirlenmis olan kullanim zamani, dozu ve kullanilabilecegi
tirtinler gibi hususlara uyulmadan yapilan hatali uygulamalar, insan tiikketimine sunulan
tirtinlerde pestisit kalintilarinin bulunmasina yol agabilmektedir. Pestisit kalintilarinin
insan saglig1 ve gevre iizerinde pek ¢ok olumsuz etkileri bulundugu bilinmektedir. Bu
nedenle pestisit kalintilarinin kontrolii igin bir¢ok tilkede kalint1 izleme ve kontrol planlari
yiuriitiilmektedir (Chen vd., 2015; Liang vd., 2021; Zhang vd., 2015).

Kimyasal miicadelede kullanilan pestisitler dogrudan insan tilketimi amaciyla yetistirilen
tiriinlerde kullanildig gibi hayvan yemi olarak yetistirilen bitkilerin iiretiminde de yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Bu durum hayvan yemlerinde de pestisit kalintilarinin
bulunmasina yol agabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar hayvanlarin beslenme yoluyla aldig1
pestisitlerin bu hayvanlardan elde edilen ve insan tiiketimine sunulan gidalara
gecebildigini gostermektedir (Akhtar vd., 1986, 1992; Fagnani vd., 2011). Bu sebeple
hayvan yemlerinin de gida giivenligi agisindan kontrol altinda tutulmasi gerekliligi ortaya

cikmaktadir.



FAO verilerine gore misir, Zea mays (L.) (Poaceae) diinyada en ¢ok iiretilen tahil
bitikisidir ve bugdaydan sonra en fazla ikinci ekilis alanin1 kaplamaktadir. Diinyada 2020
yilinda toplam 200 milyon hektardan fazla alanda 1,16 milyar tonun iizerinde muisir
tiretilmistir (FAO, 2022a). Tiirkiye’de ise 2020 yilinda 6,5 milyon ton olan musir {iretimi
2021 yilinda %3,8 artarak 6,75 milyon olarak gerceklesmistir (TUIK, 2022).

Ulkemizde en fazla yetistirilen yem bitkilerinden birisi olan misir Bursa ilinde de yaygin
sekilde tiretilmektedir. Hayvan yemi olarak misirin en yaygin kullanim yontemlerinden
birisi de silajdir. Ozdemir ve Okumus (2022) son bes yilda silaj ile ilgili yapilan
caligmalar1 incelendigi derlemesinde silaj yapiminda en ¢ok tercih edilen ana materyalin
musir oldugunu bildirilmektedir. Ulkemizde de silaj yapiminda en fazla tercih edilen yem
bitkisi misirdir ve istatistiksel veriler lilkemizde silajlik misir tiretiminin yildan yila
arttigin1 gostermektedir. Tiirkiye’de 2012 yilinda 354 bin hektar alanda 15 milyon tonun
tizerinde silajlik misir iiretilirken; 2019 yilinda 507 bin hektar alanda 25 milyon tondan
fazla silajlik misir tiretilmistir. Bu tiretim artisinda ekilis alanlarinda genigleme ile birlikte

daha yiiksek verimli ¢esitlerin kullaniminin etkili oldugu diisiiniilmektedir (ZMO, 2020).

Misir bitkisi {iretiminde insektisit kullanimi olduk¢a yaygindir. Ulkemizde insektisit
preparatlarinin en fazla ruhsathi oldugu bitkilerden birisi de misirdir. Chlorpyrifos,
deltamethrin ve imidacloprid ise en yogun kullanilan insektisitlerdendir. Bu durum misir
bitkisinde pestisit kalintilarinin kontroliiniin Onemini ortaya koymaktadir. Bu tez
calismasinin baslangi¢ asamasinda iilkemizde chlorpyrifos’un kullanimina izin veriliyor
olsa da laboratuvar faaliyetlerinin tamamlandigi 2020 yilinda Tarim ve Orman Bakanligi
Gida ve Kontrol Genel Miidiirligii’niin 23.05.2020 tarih ve 1421496 sayili yazist ile
kullanimi yasaklanmigtir (Anonim, 2022a). Buna karsilik, bu kimyasalin diinyanin
gelismekte olan iilkelerinde kullanimi halen devam etmektedir (Otitoju Olawale vd.,
2022; Tajdar-oranj vd., 2021). Bazi iilkelerde ise siis bitkileri gibi gida amaciyla
iiretilmeyen {iriinler i¢in kullanima izin verilmesine karsin yapilan c¢aligsmalarda insani
tiketim amaciyla yetistirilen {rlinlerde chlorpyrifos kalintisina rastlanmaktadir

(Omwenga vd. 2021; PCPB, 2022).



Pestisitler uygulandiktan sonraki siirecte bir yandan gesitli yollar ile ¢ok genis bir ¢evreye
dagilirlar ve hedef dis1 organizmalara ulasabilirler (Tiryaki ve Temur, 2010). Diger
yandan ise bir degresadyon siirecine girerler. Cevreye dagilma yolarmin baslicalar
arasinda riizgarla tasinma, evaporasyon ile atmosfere karisma, yikanma yoluyla yiizey
sularina, gol ve denizlere karigma ve siiziilme yoluyla yer alt1 sularina karigma sayilabilir.
Cevresel degredasyon siirecinde baslica etkenler giines 1sinlari, topraktaki mikrobiyal
faaliyet ya da diger fizikokimyasal etkiler olmaktadir. Bitki ve hayvan biinyesine alinma
durumunda da ger¢eklesen metabolik etkiler ile doniisiim gergeklesmektedir. Bu siire¢ en
sonunda mineral bilesiklere doniisiim ile sonuglanmaktadir. Ancak bazi pestisitler bu
stiregte toksik ara tirlinler (metabolitler) olusturabilmektedir. Hatta bu tirlinler bazen ana

molekiiliin kendisinden daha toksik olabilmektedir (Tomizawa ve Casida, 1999).

Silaj su igerigi yiiksek olan yemlerin, oksijensiz bir ortamda laktik asit bakterileri ile
fermantasyonu sonucu olusan, hayvancilik igletmeleri i¢in olduk¢a 6nemli bir yemdir
(Sahin & Zaman, 2010). Silaj, yapim teknigi geregi oksijensiz sartlar gerektirdiginden
tamamen kapali bir ortamda bulunmaktadir. Bu nedenle yapim sirasinda kullanilan
hammadde ile ortama girmesi muhtemel pestisit kalintilarinin evaporasyon, siiziilme vb.
yollarla ortamdan uzaklagmasi miimkiin olamayacaktir. Bununla birlikte silajin
fermantasyonunda rol alan laktik asit bakterilerinin hem esteraz enzimi gibi bazi enzimler
vasitasiyla hem de pestisitleri karbon kaynagi olarak kullanmak suretiyle, pestisitlerin
degredasyonunda etkili olduklar1 yapilan galigmalar ile ortaya konmustur (Cho vd., 2009;
Choi vd., 2004; Islam vd., 2010; Kumral vd., 2020; Kumral & Kumral, 2013). Silaj ortam1
goz oOnline alindiginda fermantasyon etkisi ya da diger ortam kosullarinin etkisi ile
olusmas1 muhtemel pestisit metabolitlerinin de silaj ortamindan uzaklagmasi miimkiin
olamayacagi anlasilmaktadir. Bu durum silajin hem pestisit ana molekiillerinin kalinti
riski hem de metabolitlerin varligi yoniinden arastirilmasi gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaglari, silaj fermantasyonu siireci ile birlikte olusabilecek insektisit
degradasyonu sonucunda insektisit miktarindaki degisimleri belirlemek, silajda insektisit
degredasyonu sonucunda ortaya ¢ikabilecek bazi 6nemli metabolitlerin (sicakkanlilara

toksik) varligini belirlemek, sahadan yapilacak ornekleme ile insektisitler ve bunlarin



metabolitlerinin kalintt durumunu belirlemek, yemlerde rutin insektisit kalinti

taramalarinda metabolitlerin de dikkate alinmasi yoniinde farkindalik yaratilmasidir.

Bu calisma ile silajdaki fermantasyonun, ele alinan insektisitlerin degredasyon sonucu
miktarsal olarak azalmalarina ve metabolitlerinin olusumuna etkisi arastirilmistir. Bu
amagla ¢alismanin ilk yilinda Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Merkezinde kontrollii olarak hicbir pestisit uygulanmadan yetistirilmis olan
musir bitkileri kullanilarak laboratuvar sartlarinda silaj yapilmistir. Silaj makinasi ile hasat
edilerek parcalanmis olan misir bitkileri calismada ele alinan ii¢ insektisit ve bir de
kontrol grubu olmak iizere toplam dort deneme grubuna ayrilmistir. Her bir insektisit ayr1
olacak sekilde gruplara ayrilmis olan misir hasillarina belirlenen dozlarda bulastirilmastir.
Kontrol grubuna herhangi bir bulastirma yapilmamistir. Bu asamada her grup iki parcaya
ayrilmistir. Ayrilan pargalardan biri oda sartlarinda kurutmaya birakilirken diger grup
kavanozlar igerisinde silaj yapilmistir. Daha sonra belirlenen periyotlarda her gruptan
ornekler alinarak pestisit kalintisi, organik asit ve mikrobilojik analizler yapilmistir.
Boylelikle silajlarin olgunlasma durumlar ile birlikte, misira bulagtirilmis olan her ¢
pestisitin silaj igerisinde ve kurutma oOrneklerindeki azalma ve metabolit olusturma
durumlart izlenmistir. Calismanin ikinci yilinda ise bu insektisit ve metabolitlerinin
iretici kosullarindaki kalintt durumlarinin arastirilmas: amaciyla Bursa’nin yogun misir

tiretimi yapilan bolgelerinden ornekler toplanarak analiz edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Misir, Zea mays (L.) (Poaceae) diinyada tahillar arasinda ekim alani bakimindan
bugdaydan sonra ikinci, iiretim miktari olarak ise ilk sirada yer almaktadir (FAO, 2022a).
FAO verilerine gore 2020 yil1 diinya musir ekim alani yaklasik 200 milyon hektar, tiretim
miktar1 ise 1,16 milyar ton civarindadir. Diinyada iiretilen musirin %27’si insan
beslenmesinde, %73’ii ise hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Oz vd., 2017). Bu
bilgiler 15181nda misir bitkisinin diinya i¢in hem 6nemli tahillardan bir tanesi olmanin yani

sira en 6nemli yem bitkilerinin de baginda geldigi anlagilmaktadir.

Ulkemizde de hayvan yemi olarak yaygin sekilde kullanilan musir bitkisi silaj yapiminda
da en ¢ok tercih edilen bitki durumundadir. TUIK 2018 verilerine gore Tiirkiye’de silajlik
musir Uretim alan1 yaklagik olarak 4,2 milyon hektardir. Toplam silajlik misir {iretimi ise
20 milyon tonun iizerindedir. En fazla silajlik musir {iretimi yapilan sehirler ise Izmir,

Balikesir, Bursa ve Konya’dir (Tezel, 2018).

2.1. Mnsir Silaji ile ilgili Cahsmalar

Yapilan caligsmalar tlim bitki olarak misirin silolamak i¢in iyi bir yem bitkisi oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte bugiine kadar yapilmis bir¢ok ¢aligmanin sonuglarina
bakildiginda silolama ve besin kalitesinin misirin hasat edildigi olgunluk asamast ile ilgili
oldugu anlasilmaktadir (Bal vd., 1997; Buck vd., 1969; Johnson vd., 2002; Russell,
1986).

Silajin olgunlasma asamasi boyunca gerceklesen fermantasyon siirecinin bir sonucu
olarak silajlarda organik asit icerigi, pH, kuru madde ve amonyaga bagl nitrojen gibi
ozellikler degisim gostermektedir ve bu ozellikler silajin besleme degerliligi {izerinde

onemli etkilere sahiptir (Kilig, 1986; Phipps, 1986).

Kili¢ (1986) kaliteli bir silajin icerigindeki laktik asit, asetik asit, biitirik asit oranlar1 ile
silajin kalitesi arasinda siki bir iliski bulundugunu bildirmektedir. Kaliteli bir silo
yeminde laktik asit orant %2’nin iizerinde oldugunu, asetik asit oraninin ise %0,3-0,7

arasinda en ideal diizeyde oldugunu belirtmektedir. Iyi kalitede bir silo yeminde biitirik



asitin hi¢ istenmemekle birlikte %0,1-0,6 arasinda ortalama bir degerde bulunabildigini
belirtmektedir. Yine Algicek ve Ozkan (1996) silaj kalitesinin saptanmasinda silo
yeminin fiziksel niteliklerinin yani sira silo asitlerinin saptanmasinin da en dogru sonucu

verdigini bildirmislerdir.

Tilimer (1996)’e gore uygun sartlarda kapatilmis olan bir silaj 25-30 giinde olgunlasarak

yedirilmeye hazir hale gelmektedir.

Filya ve digerleri (2000) silajda aerobik stabilitenin kuru madde miktar ile iliskili
oldugunu ve kuru madde igerigi diisiik olan hammaddelerden yapilan silajlarin aerobik
stabiliteleri azalirken kuru maddece zengin icerige sahip materyallerden yapilan silajlarda

aerobik stabilitenin arttigini bildirmiglerdir.

Basmacioglu ve Ergiil (2002) silaj1 yapilacak iiriiniin yapisinin yan1 sira hasat, soldurma,
parcalama ve sikistirma gibi islemlerin silaj kalitesi agisinda olduk¢a dnemli oldugunu,
bununla birlikte silaj fermantasyonunun da silaj niteligi bakimindan biiylik 6neme sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Filya (2002) baska bir ¢alismasinda ise silaj yapilirken Laktik Asit Bakteri (LAB)
inokulant1 eklenmesinin ilk giinden baglayarak silajin pH degerini 6nemli 6lgiide
diisiirdiigiinii, liciincii glinden itibaren ise laktik asit miktarin1 onemli dl¢lide artirdigina,
son donemde ise asetik asit, biitirik asit ve etanol icerigini 6nemli miktarda azalttigini

kaydetmistir.

Silaj, yesil yemlerin, tarimsal ve endiistriyel atiklarin oksijensiz bir ortamda
fermantasyona tabi tutulmasi olarak tanimlanabilmektedir. Silaj yapiminda amag
homofermantatif nitelikteki olan laktik asit fermantasyonunun yem ortaminda hakim

duruma ge¢mesini saglamaktir (Basmacioglu & Ergiil, 2002; Ko¢ & Coskuntuna, 2003).

Ozcan (2009)’1n Turgut (2002)’dan yaptigi alintiya gore silajlik misir adaptasyon
yeteneginin genisligi, sindirim oraninin ve enerji veriminin yiliksek olmasi, katki

maddesine gerek olmaksizin lezzetli ve kaliteli silaj yapilabilmesi, makineli tarima



uygunlugu, yiiksek verimliligi ve kolay hasat edilebilir olmasi gibi énemli avantajl

ozelliklere sahiptir.

Yaylak ve Algigek (2003)’e gore iilkemizde tretilen misir silajinin biiyiik bolimii siit
ineklerinin beslenmesi i¢in kullanilirken c¢ok az bir kismi ise besi sigirciliginda

kullanilmaktadir.

Filya (2004), yaptig1 ¢alismada ticte bir ve tigte iki siit ¢izgisi donemindeki misirlarin
silolama performanslarinin daha iyi oldugunu bildirmistir. En yiikksek kuru madde miktar
ve organik madde veriminin ise lgte iki siit ¢izgisi evresinde tespit edildigini

kaydetmistir.

Konca ve digerleri (2005) iilkemizde biiyiik ¢ogunlukla misirdan yapilmakta olan silajin
hayvan yetistiriciliginde kullanilan vazgegilmez bir enerji ve kaba yem kaynagi oldugunu
bildirmektedir.

Filya (2005) silaji, su icerigi yiiksek kaba yemlerin i¢eriginde bulunan sakkaroz, glukoz,
fruktoz gibi suda ¢ozilinebilir karbonhidratlarin (SCK) anaerobik kosullar altinda
LAB’larin fermantasyonu neticesinde laktik asite doniistiiriilmesi ile elde edilen fermente
bir yem olarak tarif etmekte ve bu uygulamanin yapildig: yere silo, yapilan uygulamaya
ise silolama adi verildigini kaydetmektedir. Bununla birlikte tilkemizde silajlarin yaklagik
%80 gibi biiyilk bir kismimin misirdan yapildigini, bunun nedeninin ise misirin
icerigindeki SCK diizeyinin fermantasyon etkinligi i¢in yeterli olmasi ve kolay

silolanmasina baglamaktadir.

Sahin ve Zaman (2010) hayvancilikta et siit verimini arttirmak i¢in silajin olduk¢a 6nemli
bir kaba yem kaynagi oldugunu bildirmektedir. Ozellikle kis aylarinda yesil yemlerin
bulunmadigr dénemlerde protein bakimindan diisiik olan tahil samanina bir alternatif
olarak silajin olduk¢a 6nemli oldugunu ifade etmektedir. Seydosoglu ve Saruhan (2017)
yaptiklar1 ¢alismaya gore silaj kalitesi agisindan 6nemli parametreler olan kuru madde,
ham protein, ham kiil, NDF, ADF ve laktik asit oranlarinin misir ekim zamanlar1 ve misir

cesitlerine bagli olarak 6nemli dl¢lide farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir.



2.2. Misirda Zararhlar ve Kimyasal Miicadele ile lgili Calismalar

Kornosor ve Kayapinar (1989) ile Kurtulus ve Kornosor (2015), Cukurova’da ilk {iriin
olarak yetistirilen misirda Bozkurt (Agrotis spp.) (Lepidoptera: Noctuidae) ve Telkurdu
(Agriotes spp.) (Coleoptera: Elateridae) zararlilarina karsi yapilan tohum ilaglamasinin
yeterli oldugunu ve bagka bir zararli sorunu bulunmadigini bildirmektedirler. Bununla
birlikte ikinci trtin misirda ise Misir kurdu (Ostrinia nubilalis Hiibner) (Lepidoptera:
Crambidae) ve Misir kogan kurdu (Sesamia nonagrioides Lefebvre) (Lepidoptera:
Noctuidae)’nun artan popiilasyonu ve kisalan dol siiresi nedeniyle bu zararlilar ile
miicadele yapilmadan ekonomik olarak {iiretim yapmanin miimkiin olmadigini

kaydetmektedirler.

Cerit ve digerleri (2006) diinya genelinde misir bitkisinde zarara neden olan 400’den fazla
zararli bocek tiirii bulunmakta oldugunu, ancak iilkemizde misir {iretiminde en fazla
zarara yol acan iki tiirtin Misir kurdu ve Misir kocan kurdu oldugunu bildirmektedir.
Aragtirmada bu tiirlerin musir bitkisinin kok sistemi haricinde biitiin toprak {istii

aksaminda zarar yaptig1 ifade edilmektedir.

Ozcan (2009), Misir kurdu ve Misir kogan kurdu zararinm zellikle gec ekim ve ikinci
tirin muisirda %100’e varan ciddi diizeylere ulagtigini, buna bagh olarak Cukurova’da
2005 yilinda %65 civarinda olan ikinci iirtin misir tiretiminin 2009 yili itibariyle 6nemli
Ol¢iide azalmis oldugunu bildirmektedir. Akdeniz Bolgesi sartlarinda Misir kurdunun
yilda 2-3 dol, Misir kogan kurdunun ise 4-5 dol verebildigini, popiilasyonun yogun
oldugu yillarda 4-5 defa ilaglama yapilsa bile {irlin kayiplalrinin %30 gibi oranlara
ulagabildigini kaydetmektedir.

Aksoy ve Bahadiroglu (2012), misir bitkisinin kullanim alaninin ¢ok genis olmasi
nedeniyle yetistiriciliginin giderek arttigini, buna bagl olarak Misir kurdu ve Misir kogan
kurdunun popiilasyonlarinin da ciddi diizeylerde arttigini ve bu tiirler ile miicadelerinin
giinden giine 6nem kazandigini bildirmektedir. Kaymak ve Serim (2015) kiiresel pestisit
pazarinin yaklasik 45 milyar dolar biiyiikliikte oldugunu, Tiirkiye’de ise pestisit pazarinin

biiyiikliigiiniin 600 milyon dolar civarinda oldugunun tahmin edildigini bildirmektedir.



Goziiagik (2016) insektisitlerin birgok musir zararlisini kontrol etmek amaciyla yaygin
olarak kullanilmakta oldugunu kaydetmektedir. Bozkurt (Agrotis ipsilon Hufnagel),
pamuk ¢izgili yaprak kurdu (Spodoptera exigua Hiibner), Loreyi yaprak kurdu
(Acantholeucania loreyi Duponchel), Pamuk kurdu (Helicoverpa armigera Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae), Misir kogan kurdu ve Misir kurdu gibi zararlilarin misir
bitkisinin kok sistemi disinda tiim kisimlart ile beslenerek iiretiminde ciddi verim

kayiplarina neden oldugunu bildirmektedir.

Ulkemizde 2017 yili Kasim ayi itibariyle ruhsatli toplam 992 farkli insektisit preparati
bulunmaktadir. Bunlarin 436 adedi misir i¢in ruhsatlandirilmig durumda iken bu say1
bugday icin 72’dir. Bu durum misirda tarim ilact kullaniminin yogun oldugunu
gostermektedir. Misirda insektisit olarak ruhsat almis 436 preparatin biiylik boliimii az
sayidaki etkili maddeden olugmaktadir. Bu etkili maddeleri igeren preparat sayilari

Cizelge 2.1’de verilmistir (Anonim, 2017) .

Cizelge 2.1. Misirda ruhsatli baslica insektisit etkili maddeleri (Anonim, 2017)

Etkili Madde Grubu Etkili Madde Preparat Sayisi
. Chlorpyrifos 66
Organik Fosforl
gan ! Malathion 32
Imidaclopri 2
Neonikotinoid m!dac oprid °
Thiamethoxam 6
Lambda-cyhalothrin 53
Cypermethrin 57
Alpha-cypermethrin 41
Sentetik Piretroit P yp . I
Deltamethrin 41
Cyfluthrin 26
Esfenvalerate 20
Oxadiazine Indoxacarb 35
Benzoyl iire Lufenuron 21

Kumral ve digerleri (2017) yaptig1 bir anket ¢alismasinda Bursa bolgesinde zeytin ve
bugdaydan sonra en fazla yetistirilen iirtiniin misir oldugu bildirilmislerdir. Yine ayni
calismada ciftci bazinda en ¢ok kullanilan insektisitlerin ise sirasiyla sentetik piretroitler,

neonikotinoidler ve organik fosforfular gruplarindan oldugu tespit edilmistir. Anket



calismasi sonuglarina gore bu gruplardan en ¢ok kullanilan etkili maddeler Cizelge 2.2°de
verilmigtir. Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°deki veriler incelendiginde chlorpyrifos,
imidacloprid ve deltamethrin ruhsatli preparat sayilari ile birlikte kullanim yogunluklari
da dikkate alindiginda misir i¢in kalint1 riski yoniinden arastirilmasi gerekli insektisitler

olarak one ¢ikmaktadir.

Cizelge 2.2. Cift¢i anketinde insektisit kullanim oranlar1 (Kumral vd., 2017)

Etkili Madde Grubu Etkili Madde Adi Kullanim
Orani (%)
Deltamethrin 25.73
Cypermethrin 5.86
Sentetik Piretroitler Lambda cyhalothrin 4.89
Alpha cypermehtin 0.65
Cyfluthrin 0.33
Thiacloprid 19.54
o Acetamiprid 5.86
Neonikotinoidler Imidacloprid 0.93
Thiamethoxam 1.95
. Chlorpyrifos 0.98
Organik Fosforlular Dimethoate 077

Yonow ve digerleri (2017), Benekli musir sap kurdu, Chilo partellus Swinhoe
(Lepidoptera: Crambidae)’un Asya ve Afrika'da misir ve sorgum i¢in énemli bir zararl
oldugunu ve son zamanlarda Akdeniz Bolgesine yayildigini bildirmektedir. Zarararlinin
potansiyel dagilimi ve riskinin, mevcut dagilimindan 6nemli Olclide daha biiyiik
oldugunu ve konukgusu oldugu bitkilerin yetistirildigi tiim alanlarin, ya kalici
popiilasyonlardan ya da mevsimsel istilalardan saldir1 riski altinda oldugunu

kaydetmektedir.
FAO’nun 2019 yili verilerine gore diinyada toplam pestisit kullanim1 etken madde
olarak yaklasik 4,17 milyon ton iken bu rakam Tiirkiye i¢in yaklasik 51 bin tondur

(FAO, 2022b).

Pehlivan ve Atakan (2021) tarafindan 2020 yilinda Adana ilinde misir kurtlarinin yayilis

durumunun ortaya konmasi i¢in yapilan tarama calismasi neticesinde, ilk {irtin misirda
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bulasiklik oraninin %17,83 ile %51,94 arasinda, ikinci iirtinde ise %5,18 ile %32,36
arasinda degistigini belirlemislerdir. Vejetatif donemde en yaygin tiir Benekli misir sap
kurdu (C. partellus) olmustur. Piiskiil+kogan doneminde ise birinci iiriinde en yaygin
tespit edilen tiir yine C. partellus iken ikinci tirtinde O. nubilalis en ¢ok tespit edilen tiir

olmustur.

Ulkemizde 2022 Nisan ay1 itibariyle musir bitkisinde ruhsatli toplam 396 adet insektisit
preparatt mevcuttur. Misir kurduna kars1 255 adet, Misir kogan kurduna kars1 ise 127
adet ruhsatli insektisit preparati bulunmaktadir. Calismada ele alinan insektisitlerden
chlorpyrifos’un kullanimi1 21.05.2020 tarihi itibariyle Tarim Bakanligi tarafindan
sonlandirilmistir. Imidacloprid etken maddesi igeren 32, deltamethrin etken maddesini

igeren ise 46 ruhsatl preparat bulunmaktadir (Anonim, 2022b).

2.3. Tezde Kullanilan Insektisitler ile Tlgili Calismalar

Pestisitler uygulanmalarinin ardindan bir yandan ¢evreye dagilirken diger yandan da bir
degradasyon siirecine girerler. Cevreye dagilim buharlasma, yiizey sulari ile hareket
etme, topragin alt katmanlarma dogru gecerek yeraltt sularina karisma seklinde
olabildigi gibi bitki ve hayvanlar tarafindan alinma ile de taginma ve yer degistirme
miimkiin olabilmektedir. Degredasyon ise giines 1sinlari, su, hava, mikroorganizma,
cesitli bitki ve hayvan metabolizmalar1 gibi etkiler ile olusmaktadir. Organik bilesikler
toprakta birgok degisim gegirirler. Pestisitler genellikle toprakta zaman igerisinde bazi
kimyasal ve mikrobiyolojik reaksiyonlar sonucunda pargalanirlar ya da indirgenirler.
Bazilari ise glines 15181 etkisiyle pargalanirlar. Bu siire¢ CO2, H20, HCI, SO, vb. gibi
mineral bilesiklere doniisiim ile sonlanir. Bazi1 pestisitler bu siiregte biyolojik aktivitesi
ya da ¢evresel onemi olan bazi ara maddeler iiretebilirler. Ayrisma siireci uzun zaman
alan pestisitler kalic1 olarak degerlendirilmektedir. Bu bozulma siireci yarilanma émrii
degeri (DTso) ile ifade edilmektedir. Onemli degradasyon siirecleri biyolojik ve
fizikokimyasal (hidroliz, fotoliz vb.) siireclerdir (FAO, 2000)
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2.3.1.Chlorpyrifos

Iwata ve digerleri (1983), bitkilerde chlorpyrifosun ana metabolizma yolu sonunda 3,5,6-
trichloro-2-pyridinol (TCPy) ve bunun konjugatini olusturdugunu kaydetmektedirler.
Ayrica desulfiirasyon yolu ile chlorpyrifos-oxon olustugu da bildirilmektedir.

Racke (1993) chlorpyrifos’'un Amerika’da musir iiretiminden, Ispanya’da turunggil
yetistiriciligine, Misir’da pamuk tarimindan Japonya’da termit miicadelesine kadar pek
cok degisik amagla ve yaygin olarak kullanilan ¢ok yonlii bir pestisit oldugunu

bildirmektedir.

Eaton ve digerleri (2008), chlorpyrifos’un yapisi geregi kolayca buharlastigini, suda zayif
sekilde ¢oziindiigiinden toprakta ya da bitkilerde cesitli partikiillere hizla baglandigini
belirtmektedir. Bu nedenle yiizey sularina ¢ok az gegtigini, eger su sistemine gegerse yine
yiizeyden buharlasarak atmosfere karigtigini, chlorpyrifosun ve metabolitlerinin gevrede
cok cesitli bozulma yollar1 izledigini ve fotodegradasyona olduk¢a duyarli oldugunu
belirtmektedir. Yarilanma Oomriiniin (DTso) 3 giin olmakla birlikte eger atmosferde
hidroksil radikalleri varsa bu siirenin 6 saate kadar diisebildigini, topraktaki
fotodegradasyonun chlorpyrifosun hidroliz, deklorinasyon ve oksidasyon yoluyla
parcalanmasinda Onemli rol oynadigint kaydetmektedir. Chlorpyrifosun kapali
ortamlarda glines 15181, su ve/veya toprak mikroorganizmalar1 olmadigi i¢in aylarca kalici
olabildigini belirtmektedirler. Bitkilerin yapraklarina uygulandiginda buharlagsma
nedeniyle hizla kayboldugunu, turunggillerle yapilan bir ¢caligmada yaprak uygulamasi
sonrasinda yarilanma omrii siiresinin 2,4 — 3,4 giin oldugu bildirilmektedir. Ayrica
yapraklarda chlorpyrifos-oxon tespit edilmistir. Bu durum bitki metabolizmasindan
ziyade fotodegrasayon kaynakli oldugunu belirtmektedirler. Hayvan metabolizmasinda
ise bir¢ok organik fosforlu gibi chlorpyrifos da Sitokrom-P450 (S-p450) tarafindan temel
toksik metaboliti kabul edilen ve kolinesteraz inhibisyonundan sorumlu olan
chlorpyrifos-oxon’a oksitlendigini belirtmektedirler. Chlorpyrifos-oxon enzimatik olarak
ya da kendiliginden hidrolize olarak diethylphosphate ve 3,5,6-trichloro-2-pyridinol’i
olusturabilmektedir. Ayrica, chlorpyrifos S-p450 tarafindan oksitlenerek kendiliginden
diethylthiophosphate ve TCPy’yi olusturan kararsiz bir ara maddeye pargalandigini
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kaydetmektedir. Bu metabolitlerin ya dogrudan idrarla atildigin1 veya sonradan yine
idrarla atilan glucorinid ya da sulfat konjugatlarini olusturduklarini belirtmektedir.

Chlorpyrifosun degredasyonu Sekil 2.1° de sematik olarak goriilmektedir.

K O—QO — Ho@u /_o b /OS

Chlorpyrlfos 3.5 6—Tr1chloropyrldmol Diethylthiophosphate

TCP
H,0 / [0] ( )

/0 R
\
% Vg /\CI Ho % Nq
N== K N= N=
cl cl
O-ethyl-O-(3,5,6-trichloro  0,0-diethyl-O- (3 5,6- tr1ch10r0 0-ethyl-0-(3,5,6-trichloro-
2-pyridyl)-thiophosphate -2-pyridyl)-phosphate 2-pyridyl)-phosphate

Sekil 2.1. Chlorpyrifosun ¢evresel kosullardaki degredasyonu (Eaton vd., 2008)

Chlorpyrifos beyazdan agik kahverengiye kadar degisen renklerde kristal formda,
molekiil formiilii CoH11C;3sNO3PS molar kiitlesi ise 350,58g/mol olan, sistemik etkisi
olmayan, kontakt, solunum ve mide zehiri etkili organik fosforlu insektisittir. Norotoksik
bir maddedir. Iki sinir hiicresi arasinda sinirsel iletimin gergeklesmesinde gorevli olan
asetilkolini parcalayan asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek sinirsel iletimin
sonlanmasini engeller. Suda ¢oziniirliigh disiik ve olduk¢a ugucudur. Memeliler i¢in
oldukea toksiktir. Arilara, kuslara, baliklara ve sucul omurgasizlara toksikdir. Sicanlarda
akut oral LDso degeri 66 mg/kg, baliklarda 96 saat LCso degeri 0,025 mg/l’dir.
Chlorpyrifos 1965 yilindan bu yana tarimda kullanilmaktadir (Anonim, 2022c).
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2.3.2. Deltamethrin

Deltametrin, ((S)- alpha-cyano-3-phenoxybenzyl-(1R)-cis-3-(2,2-dibromovinyl) -2,2-
dimethylcyclopropane carboxylate) diinya ¢apinda insektisit ve akarisit olarak kullanilan
bir Tip 11 sentetik piretroittir (Anadén vd., 2009; Li vd., 2016; Lu vd., 2019).

Calinawan ve digerlerinin (2016) Wang (1991a)’dan aktartigina gére dogal ortamda,
piretroidler, fotodegradasyon, biyodegradasyon ve hidroliz gibi siireclerin etkisi ile
bozunabilmektedir. Deltamethrinin aerobik kosullarda topraktaki degredasyonu ester
baglarinin  yikilmasinin  ardindan oksidasyon ve CO2’ye mineralizasyon ile
sonuglanmaktadir. Baslica pargalanma {iriinii decamethrinic acid ya da BroCA olurken
daha kararsiz olan mPB acid ise diger bir potansiyel metabolit olmustur. Deltamethrinin
topraktaki degradasyonu 0,2 mg/kg dozda, karanlik ve aerobik sartlarda 181 giin siireyle
incelenmis ve yalniz Bro.CA metaboliti uygulanan toplam dozun %23’ii oraninda 14.
giinde tespit edilmistir. Sonugta 181. giinde %61’e¢ kadar COz’e mineralizasyon
gerceklesmistir.

Yine Calinawan ve digerleri (2016)’nin Wang (1991b)’den yaptigi alintiya gore
anaeorobik toprak kosularinda deltametrinin degredasyonu epimerizasyon yolu ile kii¢iik
bir metaboliti olan aR-deltametrine doniisiimii ile olmaktadir. Daha sonra bunu takiben
ester baglarinin yikilmasi ile BroCA ve oksidasyon ile mPB acid olugmakta ve ardindan
CO2’ye mineralizasyon gergekleserek toprak biyokiitlesine dahil olmaktadir.
Deltamethrinde 0,2 mg/kg dozda ve karanlik sartlarda 90 giin siireyle yapilan ¢aligmada
ise 59. giinde BroCA uygulanan toplam miktarin %52’si, 59. giinde a-R-deltamethrin
uygulanan toplam miktarin %1-2’si, 30. giinde mPB acid maksimum %3 oranlarinda
tespit edilmistir. Calismanin 90. giiniinde %71’e kadar COz’e¢ mineralizasyonun
gerceklestigi  bildirilmistir. Deltametrin  molekiiliiniin degredasyonu Sekil 2.2’de

verilmistir.
Calinawan ve digerleri (2016)’nin Smith (1990)’dan aktardigina gore deltametrinin su

igeirsinde pH 9 sartlarinda hidroliz ile degredasyonu sonucu mPB aldehyde ve iz miktarda

Br2CA olusmaktadir.
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Sekil 2.2. Deltamethrinin molekiiliiniin degredasyonu (Calinawan vd., 2016).

Deltamethrin renksiz kristal yapida, molekiil formiilii C22H19Br2NO3 ve molekiiler kiitlesi
505.2 g/mol olan sistemik etkisi olmayan, kontakt ve mide zehiri etkili sentetik
piretroitler grubundan bir insektisittir. insanlar ve diger memeliler icin oldukg¢a toksik
olan bir ndrotoksindir. Suda ¢oziinebilirligi diisiik ve yart ucucu yapidadir. Toprakta
kalic1 ve taginabilir degildir. Sucul organizmalar ve bal arilar1 i¢in ytiksek riskli olmasina
karsin kuglar ve solucanlar i¢in nispeten daha az toksikitir. Etki mekanizmasi olarak
sodyum kanali modiilatérlerinden olan deltamethrinin siganlarda akut oral LDso degeri
87 mg/kg, baliklarda 96 saat LCso degeri 0,00015 mg/I’dir. Deltamethrin tarimda 1974
yilindan bu yana kullanilmaktadir (Anonim, 2022d).

2.3.3. Imidacloprid

Imidacloprid, yeni bir kimyasal sinif olan neonikotinoid insektisitlerin ticari olarak ilk
temsilcisidir. Etken madde 1985 yilinda sentezlenmistir ve ilk kez 1991 yilinda Fransa’da
seker pancarinda ruhsatlandirilmistir. Sistemik genis spektrumlu bir insektisit olup, emici
ve bazi 1siric1 boceklere (yaprak bitleri, tripsler, beyazsinekler, termitler vb.) karsi temas

ve mide zehiri olarak etkilidir. Tohum, toprak veya yaprak ilact olarak
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uygulanabilmektedir. Molekiil, nikotinik asetilkolin reseptoriiniin bir agonisti olarak

etkili olur ve zararlilarin felg olmasina ve 6liimiine yol agmaktadir (Bai vd., 1991; Nauen

vd., 1998; Robin ve Stork, 2003; Schmuck vd., 2003).

Rouchaud ve digerleri (1996) imidacloprid’in topraktaki baslica par¢alanma iirtinleri
imidacloprid urea, 6-hydroxynicotinic acid, 6-chloronicotinic acid oldugunu

bildirmislerdir.

Nauen ve digerleri (1998) toksisite ¢alismalarinin ¢ogunlugu ana molekiil imidacloprid
lizerine yogunlagmis oldugunu ancak imidacloprid olefin ve nitrosimine metabolitlerinin

ana molekiilden daha fazla insektisit aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Moza ve digerleri (1998) imidaclopridin yiizey sularinda pargalanmasi sulu fotoliz ile
oldugunu ve baslica parcalanma {irinleri imidacloprid urea, 6-chloro-3-pyridyl-
methylethylenediamine, 6-chloronicotinic aldehyde, 6-chloro-N-methylnicotinacidamide

oldugunu bildirmislerdir.

Tomizawa ve Casida (1999) guanidine metabolitinin insektisit dzelligi gostermedigini

ancak memeliler i¢in ana molekiilden daha fazla toksik oldugunu kaydetmektedir.

Banasiak (2000) tarafindan aktarilan Heukamp (1992) tarafindan siit inekleri {izerinde
yapilmis olan bir ¢alismada 3 grup sigira 0,15-0,45-1,5 mg/kg/bw dozda 28 giin siireyle
imidacloprid verilmistir. Sabah ve aksam siit sagilmis ve 29. giin hayvanlar kesilmistir.
Bu calismada siitte yapilan analizlerde 0,15 mg/kg/bw grubunda tiim drnekler LOQ (0,02
mg/kg) degeri altinda bulunmustur. Deltamethrin’in 0,45 mg/kg/bw grubunda ilk dozdan
sonra kalint1 miktar1 en yiiksek seviye olan yaklasik 0,04 mg/kg ulasmis 13. glinden sonra
ise yaklasik 0,03 mg/kg diismiis ve sabit kalmistir. Denemenin 1,5 mg/kg/bw grubunda
ise 3. giinde en yiiksek seviye olan 0,15 mg/kg ulasmis yine 13. giinden sonra 0,1 mg/kg

seviyesine azalmistir.

Banasiak (2000)’in aktardigina gore Heukamp (1992b) tarafindan tavuklar tizerinde
yapilan bir ¢alismada ise 12 bireylik 4 tavuk grubuna 0,18-0,52-1,8 mg/kg/bw dozda
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imidacloprid igeren 30-32 giinliik besleme yapilmistir. Besleme sonunda yumurtalarda

yapilan analizlerde bulunan kalint1 miktarlar1 0,18 mg/kg/bw grubunda 0,02 mg/kg olan

LOQ degeri altinda olmustur. Denemede 0,52 mg/kg/bw grubundan alinan yumurtalarda

yaklasik 0,05 mg/kg kalint1 tespit edilirken 1,8 mg/kg/bw grubunda yaklasik 0,13 mg/kg

kalint1 bulundugu bildirilmistir.

Robin ve Stork (2003) imidaclopridin bitki biinyesi baslica 3 farkli yol ile metabolize
oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.3, Sekil 2.4, ve Sekil 2.5)

DAT—*DAY
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Sekil 2.3. Imidakloprid metabolizmasi(I): Imidazolidin halkasinn etilen bag

hidroksilasyonu ve suyun eliminasyonu Robin ve Stork (2003).
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Sekil 2.4. Imidacloprid metabolizmasi(II): Nitro grubu indirgemesi, nitrosimine
olusumu ve daha fazla nitro grubu kaybi ile guanidine olusumu Robin ve Stork (2003).
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Sekil 2.5. Imidacloprid metabolizmasi(I11): 6-chloropicolyl alkol olusturmak i¢in metilen
baginin oksidatif degredasyonu ve ardindan 6-chloronicotinic aside oksidasyon Robin ve
Stork (2003).

Shokr ve digerlerinin (2006) Miles (1993)’dan aktardigina gore bitki metabolizmasinda
imidaclopridin baslica pargalanma iirlinleri monohydroxy imidacloprid, imidacloprid

guanidine, imidacloprid olefin ve monoglucoside 6-chloropicolyl alchol molekiilleridir.
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Fossen (2006), imidaclopridin topraktaki yarilanma omrii i¢in 27 ile 229 giin arasinda

degisen stireler rapor edildigini bildirmektedir.

Neonikotinoidlerin nitroguanidinler alt grubundan bir insektisit olan imidacloprid
akarlara ve nematodlara etkili degildir. Kok ve tohum ilaci olarak kullanilmaktadir.
Onemli kalint1 aktivitesine sahipitir. Sicanlarda akut oral LDso degeri 2567 mg/kg,
baliklarda 96 saat LCso degeri 211 mg/L’dir. Arilar ig¢in LDso 0,008 pg/ari’’dir (FAO,
2013).

Imidacloprid beyaz rekli, kendine has kokudadir. Molekiil formiilii CoH10CINsO> ve
molekiiker kiitlesi 255,66 g/mol olan bitkilerde sistemik 6zellikte olup ayni1 zamanda
kontakt ve mide zehiri etkisine sahiptir. Suda ¢oziiniirliigli yliksektir. Ugucu olmayan
yapidadir ve toprakta kaliciligr yiliksektir. Kuslar ve arilar i¢in ¢ok toksik, memeliler ve

solucanlar i¢in daha az toksik olup baliklar i¢in toksik degildir (Anonim, 2022e).

2.4. Yemlerde Pestisit Kalintis1 Calismalar:

Anastassiades ve digerleri (2003) gida ve ¢evre numunelerinde yaklasik 40 yildir diinya
capinda gerek 0Ozel gerekse kamuya ait ¢ok sayida laboratuvarda pestisit kalinti
analizlerinin yapildigini bildirmiglerdir. Ancak bu analizler i¢in kullanilan yontemlerin
gereken ihitiyaclar1 karsilamaktan oldukga uzak oldugunu ifade etmektedirler. Yaptiklar
calisma ile meyve sebzelerde pestisit kalintilarinin belirlenmesi igin basit, hizli ve ucuz
bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem 10 g numunenin ilk 6nce 10 mL asetonitril
ekstraksiyonuna ve ardindan 4 g susuz MgSOs + 1 g NaCl ilavesiyle olusturulan sivi-sivi
ayrimi esasina dayanmaktadir. Daha sonra ekstraktta kalan suyun uzaklastiriimas: ve
clean up islemi, her 1 mL asetonitril ekstraktinin 150 mg susuz MgSOa ve 25 mg primer
sekonder amin (PSA) sorbenti ile basit¢e karistirildig, dispersive kat1 faz ekstraksiyonu
(dispersive-SPE) adi verilen hizli bir yontemle gergeklestirilmektedir. Bu agama organik
asitler, belirli baz1 polar pigmentler ve sekerler gibi bircok polar matriks bilesenini etkili
bir sekilde uzaklastirmaktadir. Sonug olarak gelistirilen yontem ile yapilan caligmalarda
methamidophos, acephate, imazalil gibi ¢ok polar ve bazik bilesikler de dahil olmak iizere

pek cok pestisit icin geri kazanim degerlerinin %85 ile %101 arasinda (genellikle
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%95°den fazla) tekrarlanabilirlik RSD degerlerinin ise %5’den kiigiikk oldugunu
bildirmektedirler.

Salas ve digerleri (2003), organik fosforlu insektisitlerin hayvanlarda ektoparazitlere
kars1 dogrudan kullanim ya da yem bitkilerinin tiretiminde kullanilmalar1 ve hayvanlarin
kalint1 iceren yem maddeleri ile beslenmeleri neticesinde siite gecebildigini
kaydetmektedir. Meksika’da 12 aylik bir siire boyunca yaptiklar1 bir ¢alismada siitlerde
13 farkli organik fosforlu insektisit kalintisinin analizini yapmislar ve oOrneklerin
%39,6’sinda tespit edilebilir diizeylere kalintiya rastlamislardir. Kalintist bulunan
pestisitler arasinda chlorpyrifosun da bulundugunu ve bir Ornekte tespit edilen

chlorpyrifos miktarinin MRL diizeyinin iizerinde bulundugunu bildirmektedirler.

Lehotay ve digerleri (2007) gelistirdikleri yonteme hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve
giivenli kelimelerinin Ingilizce karsililar olan quick, easy, cheap, effective, rugged ve
safe kelimelerinin kisaltmalarindan olusturduklart QuEChERS adin1 vermislerdir.
QUEChERS yontemi 2007 yilinda bazi modifikasyonlar sonrasinda Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC 2007.01) resmi metodu olarak yayilanmustir.

Lehotay ve digerleri (2010) QUEChERS yontemi ile 12 farkli matriks {izerinde yaptiklari
caligmada asetik asitli asetonitril ile yapilan ekstraksiyon ve Cis, MgSO4 ve NaOAc ile
yapilan temizleme sonrasinda misir silaji orneklerinde negatif yonde ciddi diizeyde
matriks etkisi gbzlendigini, ancak matriks eslestirme (matrix-matched) yontemiyle bu

durumun telafi edilebildigini bildirmektedir.

Tsiplakou ve digerleri (2010) Yunanistan’da koyun ve kegi siitleri ile hayvanlara
yedirilen yonca ve bugday samanlarinda 143 farkli pestisitin kalintisin1 arastirdiklari
calismada tespit ettikleri baslica pesitisitin  endosulfan oldugunu bildirmislerdir.
Konsantre siit 6rneklerinde tespit edilen ortalama toplam endosulfan kalintis1 5,36 mg/kg
olurken kuru yonca otlarinda ise o ve B endosulfan kalintilari sirastyla 0,08 mg/kg ve 0,02
mg/kg konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Diger 6rneklerde ise pestisit kalintisina

rastlanmamuistir.
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Dégen (2008) Afyonkarahisar, Aydmn, Denizli, Izmir, Kiitahya, Manisa, Mugla ve
Usak’ta alinan 50 adet karma yem numunesinde 55 adet pestisitin kalinti durumuna
iliskin yaptig1 tarama c¢alismasinda 15 Ornekte Ol¢iim limiti tizerinde alachlor,
chlorpyrifos, malathion, pyriproxyfen, quinalphos ve thimeton kalintisina rastladigini

bildirmistir.

Fagnani ve digerleri (2011) tarafindan Brezilya’da 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada
ciftliklerden alinan siit, yem ve su 6rneklerinde degisen miktarlarda organik fosforlu ve
karbamatl pestisitlerin kalintilarina rastlandigi bildirilmistir. Ciftliklerden alinan kaba
yem, ¢ayir otu, Kesif yem ve tuzdan olusan 48 adet yem 6rneginin 15 tanesinde organik
fosforlu 6 tanesinde karbamatli ve 1 6rnektede hem organik fosforu hemde karbamatli
pestisit kalintis1 saptanmustir. Siit orneklerinde tespit edilen kalintilarin, hayvanlarin
beslendigi yem ve igme sularinda tespit edilen pestisit kalintilar1 ile ayni oldugu ve bu
durumun da yem ve sulardaki kalintilarin siitlere tagindig1 seklinde degerlendirildigi ifade

edilmistir.

Zhao ve Wang (2012) silajin fermantasyonunda rol alan laktik asit bakterilerinin
pestisitlerin degredasyon siirecine etkili oldugunu yapmis olduklari ¢alismalar ile ortaya
koymaktadirlar. Baz1 Lactobacillus tiirlerinin organik fosforlu insektisitlerin tamamen

pargalanmasinda hizlandirici etkisi oldugunu bildirmiglerdir.

Dordevi¢ ve digerleri (2013) laktik asit fermantasyonunun bugdaydaki bifenthrin

kalintisint minimize etmek i¢in etkili bir yol olabilecegi bildirmislerdir.

Shaker ve Elsharkawy (2015) Misir’da ¢ig manda siitleri ile yaptiklari ¢alismada analize
aldiklar1 orneklerde 5 farkli organik klorlu insektisit ve 3 farkli organik fosforlu
insektisitin kalintisina rastladiklarin1  bildirmislerdir. Tespit edilen chlorpyrifos
kalintilarinin %33 iiniin Avrupa Birligi tarafindan belirlenmis olan MRL degerlerinin
tizerinde bulunmustur. Caligmada siit orneklerinde tespit edilen pestisit kalintilarin

baslica kaynaginin hayvanlara yedirilen ot ve misir silaji olabilecegi ifade edilmektedir.
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Tiryaki (2016) ilk pestisit kalint1 analiz ¢aligmalarinin gelismis tilkelerde 1950’11 yillarda
basladigini iilkemizde ise 1959 yilinda Otaci ve Gilivener tarafindan Ankara Zirai
Miicadele ilag ve Aletleri Enstitiisii kalint1 laboratuvarinda yapilan ¢alisma ile basladigini

bildirmektedir.

Zhang ve digerleri (2016) tarafindan chlorpyrifos ve Phorate’mm misir silajinda
degredasyonuna laktik asit bakterilerinin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir
arastirmada, laktik asit bakterisi eklenen orneklerde 10 hafta sonunda chlorpyrifos ve
phorate’1n azalislarinin Sirasiyla %27,6 ve %26,2 oldugu, laktik asit bakterisi eklenmeyen

kontrol drneklerinde ise bu azalisin %7,3 ve %7,5 seviyelerinde kaldigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Kimyasallar

Tezde kullanilan pesitisitler farkli kimyasal gruplardan se¢ilmistir. Organik fosforlu
insektisit olarak chlorpyrifos (CHL) ve onun metabolitleri 3,5,6-trichloro-2-pyridinol
(TCP), diethyl phosphate (DP), diethyl thiophosphate (DTP) ve chlorpyrifos-oxon (CO)
kullanilmigtir. Sentetik piretroitler grubunda ise deltamethrin (DEL) ve onun
metabolitleri 3-phenoxybenzoic acid (3PBA) ve 3-(4-hydroxyphenoxy) benzoic acid
(4HPBA) calisilmistir. Neonikotinoid grubundan imidacloprid ve onun metabolitleri
imidacloprid-olefin (IMO), imidacloprid guanidine (IMG), 6-chloronicotinoyl chloride
(6HNA), 6-hydroxynicotinic acid (6HNA) ve 6-chloronicotinic acid (6CNA)
kullanilmistir. CHL, CO, DEL, 3PBA, IMI, IMG, 6HNA ve 6CNA’nin referans
standartlar1 Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Almanya); TCP, DTP, 4HPBA ve IMO’nun
TRC (North York, Ontario, Kanada) ve DP’nin Chemservice (West Chester, PA,
ABD’den saglanmistir. Tiim standartlarin safliklar1 % 97,5’in lizerindedir (Cizelge 3.1).
Ayrica, silaj yapimi oncesinde misir hasilina uygulanan CHL nin Alban 4 EC emiilsiyon
konsantre formiilasyonu (Agrobest, Tiirkiye), DEL’in Decis 2,5 EC emiilsiyon konsantre
formiilasyonu (Bayer, Almanya) ve IMI’'nin Confidor SC 350 siispansiyon konsantre
formiilasyonu (Bayer, Almanya) kullanilmistir. Kullanilan insektisitlerin toksikolojik

ozellikleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Ayrica, analizlerde kullanilan LC-MS saflikta methanol (MeOH), asetonitril (MeCN),
susuz glasiyal asetik asit, formik asit ve dimetil sulfoksit Merck (Darmstadt, Almanya)
firmasindan saglanmigtir. LC-MS/MS cihazinda mobil fazda kullanilan amonyum
formate Sigma-Aldrich firmasindan (Steinheim, Germany) temin edilmistir. Deneylerde

ayrica 0,60 ps/cm konduktiviti degerinde ultra saf su kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Analizi yapilan pestisitler ve metabolitlerin saf standart bilgileri

Adi Kisaltma CAS Marka/Katalog No Miktar
No (mg)
Chlorpyrifos CHL 2921-88-2 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C11600000 250
3,5,6-trichloro-2- TCP 6515-38-4 TRC/T773860 LGC 100
pyridinol
Diethyl phosphate DP 598-02-7 ChemService/MET-11621C- 100MG 100
Diethyl thiophosphate ~ DTP 2465-65-8 TRC/D445120 LGC 100
Chlorpyrifos-oxon Co 5598-15-2 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C11603000 50
Deltamethrin DEL 52918-63-5 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C12120000 250
3-Phenoxybenzoic acid 3PBA 3739-38-6 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C16045200 100
3-(4-hydroxyphenoxy) 4HPBA 35065-12-4 TRC/H951225 LGC 10
benzoic acid
Imidacloprid IMI 138261-41-3 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C14283700 100
Imidacloprid-olefin IMO 115086-54-9 TRC/1274995 LGC 10
Imidacloprid guanidine  IMG 115970-17-7 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C14283715 20
6-hydroxynicotinic 6HNA 5006-66-6 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C15521080 100
acid
6-Chloronicotinic acid ~ 6CNA 5326-23-8 Dr. Ehrenstorfer/DRE-C11452000 100
Cizelge 3.2. Analizi yapilan insektisitlerin toksikolojik 6zellikleri
Pestsitin kisa ismi CHL DEL IMI

Kimyasal grubu

Organik Sentetik ~ Neonikotonitler
fosforlular Piretroitler

Toksikolojik Ozellikleri

ADI — Giinliik alinabilir doz
(mg/kg/viicut agirlig: giin)

ARTfD — Akut referans doz
(mg/kg/viicut agirligr giin)
Memeliler - Akut oral LDso
(mg/kg)

Memeli - Deri yoluyla LDso
(mg/kg)

Memeliler —solunum LDso (mg/kg)
WHO Siniflandirmasi

MRL- Maksimum Kalint1 Limiti
(Avrupa Birligi) (mg/ kg)

0,001 0,01
0,005 0,025
66 0,6
1250 2000
0,1 87
Il i
0,01 2

0,06

0,08

131

5000

>0,069
Il

0,01
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=6515-38-4&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=TR&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/46319?lang=en&region=TR

3.2. Cihazlar

Ultra saf su Elga PURELAB Water Purification System model (ELGA Lab Water, Veolia
Water Technologies, High Wycombe, Buckinghamshire, UK) saf su cihazindan temin
edilmistir (Sekil 3.1). Kiitle spektrometresi analizleri, elektrosprey iyonizasyon (ESI)
iyon kaynagi ile donatilmis Shimadzu 8040 LC-MS/MS sistemi (Kyoto, Japonya)
kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.2). Analizlerde LC-MS/MS sisteminin likit kromatografi
tinitesi olarak iki adet LC-20ADXR pompasi, bir adet DGU-20A3R degazer iinitesi, bir
adet SIL-30AC otomatik ornekleyici, bir adet CTO-10AS kolon firini ile donatilmas,
Shimadzu UFLC sistemi (Kyoto, Japonya) kullanilmistir. Kromatografik ayirma,
Shimadzu Shim-pack XR-ODS Il (75 mm L x 2,0 mm id, 2,2 mm) analitik kolonu ile
gradient akis programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornek homojenizasyonu igin
Omni Bead Ruptor 24 (Omni, Kennesaw, GA) cihazi kullanilmistir. Ekstrasyon
islemlerinde Sigma 2-16 K santrifiij (Sartorius AG, Gottingen, Almanya) cihazi
kullanilmustir (Sekil 3.3). Laktik asit, asetik asit ve biitirik asit analizleri i¢in HP 1100
serisi HPLC (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) cihazi kullanilmistir (Sekil 3.4). Silaj
orneklerinin pH degerleri WTW marka pH 330 model pH metre ile dlglilmistiir (Sekil
3.5).

Sekil 3.1. Elga PURELAB ultra saf su cihazi
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Sekil 3.2. Shimadzu 8040 LC-MS/MS sistemi

Sekil 3.3. Omni Bead Ruptor 24 homojenizasyon cihazi
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Sekil 3.5. WTW pH 330 model pH metre
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3.3. Misir Ornekleri

Tezde kullamlan silajlarin yapiminda Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi
(BUZZF) Arastirma ve Uygulama Merkezinde herhangi bir pestisit uygulanmadan
yetistirilen musir bitkileri kullanilmistir (Sekil 3.6). 2019 yil1 Eyliil baginda silaj yapimi1
icin uygun hasat olgunluguna gelmis olan misirlar BUZZF Arastirma ve Uygulama
Merkezine ait silaj makinasi ile hasat edilmistir. Hasat sonrasi elde edilen misir hasilindan
4 adet 20’ser kg’lik kisim tartilarak alinmis ve silaj yapilmak iizere bekletilmeden hizlica

laboratuvara getirilmistir.

Calismanin ikinci yilinda tiretici kosullarindaki kalinti durumunun arastirilmasi i¢in
Bursa ilinde yogun musir iiretimi yapilan Mustafakemalpasa ve Inegdl ilgelerinin
cesitli koylerinden iireticilerin yapmis oldugu olgunlagmis silajlardan 32 adet 6rnek

alinarak ve calisilan insektisitler ve metabolitleri yoniinden analiz edilmistir.

Sekil 3.6. Denemelerde kullanilan misir 6rneklerinin hasat dncesi goriiniimii.
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3.4. Silaj Yapim ve Ornekleme

Hasat edilir edilmez laboratuvara getirilen misir hasilindan ilk olarak 1 adet 20 kg’lik
parti Kontrol grubu olarak ayrilmistir. 3 adet 20’ser kg’lik misir hasili ise pestisitler ile
ilaglama, silaj yapimi ve kurutma islemleri i¢in ayrilmistir. Denemenin olusturulma

diizeni Sekil 3.7’de goriilmektedir.

Parcalanmis
Silajlik misir

Chlorpyrifos-

Kontrol Deltamethrin Imidacloprid
ethyl
= Y
c £ = £
= =4 c £ = 4] = =
g 2 5 2 5 = 5 =
[+ o a1 1)

Sekil 3.7. Silaj yapimi ve ilaglama ile ilgili deneme plani

CHL, DEL ve IMI laboratuvar kosullarinda silajlik misirlara uygulanmustir.
Insektsisitlerin musira spike miktarinin belirlenmesinde kullanilan preparatlarin 1 dekar
musir ekili alan i¢in kullanilacak dozlar1 dikkate alinmistir. Bir dekardan elde edilecek
musir miktari ortalama olarak 5 ton kabul edilerek (Carpici, 2016) 20 kg i¢in kullanilacak
miktar hesaplanmistir. Buna gore bulastirma konsantrasyonlart CHL i¢in 17,2 mg/kg,
DEL i¢in 2,5 mg/kg ve IMI i¢in ise 3,5 mg/kg olarak hesaplanarak spike islemi bu
konsantrasyonlara gore yapilmistir (Sekil 3.8). Bu uygulama sonrasinda her bir insektisit
formiilasyonu ile ilaglanmis liriin grubu iki parcaya ayrilmistir. Bu pargalardan biri
kavanozlar igerisine siki bir sekilde doldurularak ve agizlar1 hava almayacak sekilde
sikica kapatilarak silaj yapilmis, diger grup ise her bir etkili maddenin silaj yapilmamis

kontrol grubu olarak kullanilmak {izere kurutularak saklanmustir (Sekil 3.9). Sialj

kavanozlari laboratuvar ortaminda 20 +4 °C sicaklikta muhafa edilmistir. Boylelikle her
bir madde i¢in fermantasyonun etkisinin kiyaslanabilece§i kontrol ornekleri elde

edilmistir. Ayrica pestisit uygulanmayan kontrol grubu da aym sekilde silaj ve kurutma
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islemlerine tabi tutulmustur. Boylece deneme siirecinde analize alinacak drnekler icin

emsal kontrol 6rnegi elde edilmistir.

Sekil 3.8. Misir hasilinin pestisitler ile bulagstiriimasi.

[lk giin 6rnekleri silaj yapimi esnasinda heniiz kavanozlama islemi yapilmadan analize
alinmistir. Sonraki ornekleme donemlerinde kullanilmak tizere, her bir etkili madde
igin 3’er tekerriirli 7 ayr1 6rnek grubu olusturabilmek amaciyla 21 ayr1 ambalaj
icerisinde silaj yapilmigtir (Sekil 3.10). Aymi islemin kontrol grubu igin de
yapilmasiyla toplamda 96 ayr1 ambalajda silaj yapilmistir. Her bir silaj kavanozu
yalnizca agildigr ornekleme giinii icin analize alinmigtir. Diger bir ifade ile her
orneklemede yeni silaj kavanozlar1 agilarak analizler gergeklestirilmis, a¢ilmis olan
silaj kavanozlarindan sonraki ornekleme giinlerinde analiz yapilmamistir. Kontrol
grubu Ornekleri de ayni1 6rnek alma tarihlerinde agildigindan es zamanli fermente
olmus ornekleri kiyaslama imkani saglanmistir. Besinci ornekleme giiniine ait 6rnek
seti Sekil 3.11°de goriilmektedir. Ayrica ilaglanarak silaj yapilmamis, kurutulmaya
birakilmis misirlardan da yine ayni zamanlarda Ornekler alinip, analiz edilerek
fermantasyonun uygulanan pesitisitler tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu diizende

orneklemeler 0, 2, 5, 10, 20, 45, 90 ve 200. giinlerde yapilmistir.
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Sekil 3.9. Laboratuvarda kurutmaya birakilan 6rnekler

Sekil 3.10. Kavanozlar igerisinde yapilmus silajlar
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Sekil 3.11. Besinci giin 6rnekleri

3.5. Pestisit/Metabolit Analiz Metodu Optimizasyonu

3.5.1. Standart Hazirlama

Tez calismas1 kapsaminda analizi yapilacak olan pestisitler ve standard1 temin edilebilen
metabolitler olmak {izere toplam 14 etken maddenin analiz metodunun olusturulmasi igin
ilk olarak analitlerin LC-MS/MS cihazina tanitilmasi islemi gergeklestirilmistir. Bu
asamada ilk olarak her bir analite ait standardin uygun ¢oziicii ile c¢oziilmesi
gerceklestirilmistir. Bunun igin ilk olarak her etken maddenin standardindan hassas terazi
ile bir miktar tartilarak balonjoje igerisinde ¢oziilmiistiir. Analitlerin ¢oziilmesine iliskin
bilgiler Cizelge 3.3’de verilmistir. Standartlarin ¢6ziilme islemi tamamlandiktan sonra
her bir standardin konsantrasyonu 10 mg/L olacak sekilde standart miksi hazirlamistir.

Sonraki ¢aligsmalarda bu karigim kullanilmstir.
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Cizelge 3.3. Analizi yapilacak pestisitler ve metabolit standartlarinin ¢oziilmesi

Bilesik Safhik Coziilen Tartim Konsantrasyon Coziicii
% Hacim Miktar: (mg/L)
(mL) (mg)

CHL 100,00 10,0 60,26 6026 ACN
TCP 99,38 5,0 5,15 1024 MeOH
DP 100,00 5,0 9,50 1900 MeOH
DTP 100,00 5,0 10,70 2140 MeOH
(6{0)] 97,90 5,0 9,50 1860 MeOH

DEL 100,00 10,0 54,27 5427 ACN
3PBA 100,00 10,0 11,39 1139 MeOH
4HPBA 100,00 5,0 3,97 794 MeOH

IMI 100,00 5,0 7,63 1526 ACN
IMO 100,00 5,0 2,72 544 MeOH
IMG 100,00 5,0 5,50 1100 MeOH

6HNA 100,00 5,0 7,38 1476 DMSO:SU:MeOH
(20:40:40)

6CNA 99,20 5,0 6,49 1288 MeOH

3.5.2.Cihaz Optimizasyonu

Kiitle spektrometresi analizleri, elektrosprey iyonizasyon (ESI) iyon kaynag: ile
donatilmig Shimadzu 8040 LC-MS/MS sistemi (Kyoto, Japonya) kullanilarak yapilmistir.
Kapiler voltaji, pozitif polarizasyonda 4 kV ve negatif polarizasyonda ise -3 KV olarak

ayarlanmistir. “Heat block” sicakhigi 500 °C ve “DL” sicaklign 250 °C olarak
kullamilmistir. Azot gazi (N2), azot jeneratdrii (Peak Scientific, Iskogya, Birlesik Krallik)
ile tiretilerek spreyleme gazi ve kurutucu gaz olarak kullanilmistir. Bu gazlarin akiglar
sirasiyla 1,5 L/dak. ve 10 L/dak. olarak ayarlanmugtir. Kiitle spektrometresi analizleri
“Multiple Reaction Monitoring” (MRM) modunda yapilmis ve “collision gaz” olarak
argon kullanilmistir. Molekiiler iyonlar ve product iyonlar, “collision energy (CE)” ve
“dwell time” gibi kiitle spektrometresi parametrelerini optimize etmek i¢in 1 mg/L
konsantrasyonda tek standart ¢ozeltileri kullanilmistir. MRM gecislerinin optimizasyonu
icin ilk olarak, metanol i¢inde 1 mg/L konsantrasyonunda tekli analitik standartlar
dogrudan kiitle spektrometresine verilmistir. Molekiiler iyonlar, negatif ve pozitif

iyonizasyon modlarini sirayla ¢alistirarak quaropole 3 (Q3) ile tam tarama modunda
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belirlenmistir. Daha sonra belirlenen “precursor” iyonlarin parcalanmasiyla “product”
iyonlar elde edilmistir. Bu agsamada en yogun ve kararli product iyonlar secilmis ve bu
iyonlar i¢in en kaliteli tepkileri elde etmek icin CE ve Q3 voltajlar1 ayarlanmistir.
Boylelikle analitlerin kiitle spektrometresinde tanimlanma islemi tamamlanmistir. Her bir

bilesik i¢in optimize edilen tiim parametreler Cizelge 3.4’de verilmistir.

LC-MS/MS’de kromatografik ayirma, Shimadzu Shim-pack XR-ODS Il (75 mm L x 2,0
mm id, 2,2 mm) analitik kolonu ile gradient akis programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kolon firmi sicakligt 40°C olarak kullanilmistir. Kromatografik
ayrim gradient eliisyon kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz A olarak %0,1 formik
asit ve 1 mM amonyum format i¢eren su, Mobil Faz B olarak ise %0,1 formik asit ve 1
mM amonyum format iceren methanol kullanilmigtir. Uygulanan gradient mobil faz

programi Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Analizi yapilacak pestisitler ve metabolitlerin kiitle spektrometresi
parametreleri

Bilesik Kesin Iyonlagma Precursor Productl Product 2
Kiitlesi m/z m/z m/z
(g/mol)
CHL 348.926 [M+H]+ 350,00 197,80 96,90
TCP 196.92 [M-H]- 195.90 35,05
DP 154.039 [M+H]+ 155,20 98,85 80,85
DTP 170.017 [M+H]+ 171,1 114,75 96,85
Cco 332.949 [M+H]+ 334,10 271,70 197,80
DEL 502,9732 [M+H]+ 523,10 280,75 180,80
3PBA 214.063 [M-H]- 231,30 93,10 169,00
4HPBA 230,058 [M-H]- 229,00 109,15 108,10
IMI 255,052 [M+H]+ 256,20 208,90 174,95
IMO 253,037 [M+H]+ 254,20 205,05 205,80
IMG 210,067 [M+H]+ 211,0 125-95 89,90
6HNA 139,027 [M+H]+ 140,10 121,90 77,90
6CNA 156,993 [M+H]+ 158,10 122,00 78,00
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Cizelge 3.5. Pestisit analizi LC-MS/MS gradient programi

Zaman (dak.) Akis mL/dak. Pompa A Pompa B
1,00 0,20 1 99
4,00 0,20 99 1
8,00 0,20 99 1
8,01 0,20 1 99
12,00 Dur

3.5.3. Ekstraksiyon Yontemi Optimizasyonu

LC-MS/MS cihazinda kullanilacak analiz metodunun olusturulmasinin ardindan numune
hazirlama yonteminin optimizasyon ¢aligmalarina baglanmistir. Analiz ¢aligmalar1 Bursa
Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Hayvansal Uriinler Boliimii
laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir. Pestisit kalintilarinin ekstraksiyonu i¢in dncelikle Sekil
3.12°de yer alan QUEChERS yontemi denenmistir. Ancak 6zellikle bazi metabolitler i¢in
geri kazanim degerleri ¢ok diisiik oldugu i¢in metot revize edilmistir. Ayrica, 15 g silaj
orneginin 50 mL’lik tiipe tartilamamasi ve tartim oncesi par¢calama islemlerinin glicligii
nedeniyle alternatif bir numune hazirlama yontemi de gelistirilmistir. Bu amacla Bead
Ruptor homojenizasyon cihazina 6zgii tiiplerin igerisine 5 g silaj 6rnegi konulmustur.
QuEChERS yonteminde de kullanilan ¢oziiciiden (%1 asetik asitli asetonitril) 10 mL
eklenmis ve tiiplerin i¢ine yaklasik 3 g olacak sekilde 3 mm capinda cam boncuk ilave
edilmistir. Homejenizasyon cihazina yerlestirilen tiiplerin 60 saniye boyunca saniyede
3,7 hareketle farkli yonlerde kuvvetli olarak hareket ettirilmesi ile numune etkili bir
bicimde pargalanmasi ve ¢oziicii ile calkalanmasi1 saglanmis, boylelikle ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Daha sonra tiipler cihazdan alinarak santrifiij ile 4500 rpm hizda 10
dakika santrifiij edilmistir. Ustte bulunan siipernatantdan bir miktar alinarak 0,22 pm,
rejenere seliiloz, enjektor ucu filtreden siiziilerek viale alinmig ve LC-MS/MS sistemine
5 pL enjeksiyon yapilmistir. Yeni gelistirilmis olan 6rnek hazirlama yontemi islem
basamaklar1 Sekil 3.13’da verilmistir. Calismada olusmasi muhtemel metabolitlerin
kiigiik miktarlarinin kaybolmasi riskini ortadan kaldirmak icin ekstraksiyon sonrasi

herhangi bir temizleme yontemi uygulanmamastir.
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Orneklerin analizinde ve verifikasyon ¢alismalarinda blank 6rnek (kor 6rnek) iizerine
hazirlanmis olan standart karistmindan 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000
ug/kg olacak sekilde 10 seviyede spike yapilmis ve bu spike 6rneklerin ektraksiyonundan
kalibrasyon standartlar1 elde edilmistir (matrisli kalibrasyon). Bu yontem ile 6rneklerden
kaynaklanabilecek ve analiz sonucunu degistirebilecek etkiler (matriks etkisi) elimine
edilmistir. Hazirlanan kalibrasyon standartlarindan metabolitler i¢in miimkiin olan en
diisiik konsantrasyonlar kullanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlanmis, ana molekiiller

i¢in ise 50-2000 pg/kg araligl kullanilmastir.

15 g homojenize drnek 50 ml hacimli santrifiy tiipiine tartilir.
15 ml %] asetik asitli asetonitril + 6 g susuz magnezyum stilfatt 1,5 g susuz sodium asetat eklenir.
Calkalanur,
Santriﬁ% edilir.
Ust fazdan 8 ml 15 ml'lik santrifiij tiipiine aktarilir
1,2 g magnezyum siilfat + 400 mg primerseconderamin eklenir.
Calkalanr,
Santriffij edilir,

Ust faz filtre edilerek cihaza enjeksiyon yapulir.

Sekil 3.12. QUEChERS yo6ntemi igslem basamaklar1 (AOAC 2007.01)
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5 g silaj ornegi 30 ml hacimli Bead Ruptor tipiine tartilr,

v

Tiipe bir miktar cam boncuk konulur,

Uzerine 10 ml %1 asetik asit‘i'geren Asetonitril ilave edilir.
Tiipiin agz sikica kapatilarak Bead BPM cihazina yerlegtirilir ve cihaz ¢alistinlir.

Cihaz durdugunda tiipler alinarak santr‘i%i]ie konulur. 10 dakika 4500 dev./dak.

Santrifilj sonunda iist faz stiziilerek viale alinir.

LC MSWS sisternine 5 ul enjeksiyon yapilrr.

Sekil 3.13. Pestisit analizi 6rnek hazirlama islem basamaklari (Silaj i¢in optimize
edilmis)

3.6. Pestisit/Metabolit Analiz Metodu Verifikasyonu

Avrupa Birliginde yayinlanmig olan SANTE/12682/2019 kodlu “Gida ve Yemlerde
Pestisit Kalnti Analizleri I¢in Kalite Kontrol ve Metot Validasyonu Yontemleri”
dokiimani ile pestisit kalint1 analizleri i¢in metot validasyonu ve kalite kontrol yontemleri
belirlenmistir. Ulkemizde ise bu dokiiman ile uyumlu olarak Ulusal Gida Referans
Laboratuvar1 (UGRL) taranfindan “Pestisit Analizleri I¢in Metot Validasyonu ve Olgiim
Belirsizligi Hesaplanmasi A¢iklamali Uygulama Rehberi” yaymlanmistir (Agar & Diler,
2018). Gelistirilen yonteminin verifikasyonu belirtilen rehber dokiimanlara uygun olarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla segicilik, dogrusallik, tespit limiti (LOD), 6l¢tim limiti
(LOQ), dogruluk (% geri kazanim) ve kesinlik (giin i¢1 ve giinler aras1) parametreleri test

edilmistir.
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3.6.1. Secicilik

Segicilik analiz metodunun analitleri ayirt edebilme kabiliyeti olarak tanimlanmaktadir.
Seciciligin degerlendirilmesi amaciyla spike yapilmis ornekler ve kér numuneler analiz
edilmis, her bir analit pikinin alikonma zamaninda herhangi bir girisim olup olmadigi

kontrol edilmistir.

3.6.2. Dogrusallik

Pestisit analizlerinde kullanilan en yaygin kalibrasyon yontemi kalibrasyon fonksiyonu
yontemidir. SANTE/2019 dokiimanina gore rutin ¢alismalarda en az 3 noktali, validasyon
caligmalarinda ise en az 5 noktali kalibrasyon hazirlanmasi gerekmektedir (Agar & Diler,
2018). Her bir analit i¢in hazirlanacak kalibrasyonun baslangi¢ seviyesi o analitin 6l¢iim
limiti seviyesine esit veya daha diisiik olacak sekilde belirlenmistir. Buna gore her bir
analit i¢in en az 5 farkli konsantrasyon diizeyinde olacak sekilde ve her bir nokta 3 tekrarl
olarak LC-MS/MS cihazina verilmistir. Her bir seviyedeki konsantrasyona karsilik elde
edilen pik alanlarindan bir kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Hazirlanan kalibrasyon
egrisinin egimi ve kesme noktasi ile dogrunun denkleminden yararlanarak her bir analit
icin kalibrasyon fonksiyonu elde edilmistir. Bu fonksiyon ile elde edilen pik alanlari i¢in

konsantrasyon hesab1 agsagidaki formiile gore yapilmistir.

y=mx+b

Bu formiilde yer alan y: Pik alanini; m: Egimi; b: Kesme noktasini; x: Konsantrasyon’u

ifade etmektedir.

Hazirlanan kalibrasyonun dogrusalligr icin uygunluk kontroliinde her bir kalibrasyon
noktasinin gergek konsantrasyonu ile kalibrasyon fonksiyonu kullanilarak hesaplanan
konsantrasyonu arasindaki farkin £%20’den az olmasima ve relatif rezidual standart
sapmanin 0,1 degerinden kiigliik olmasina dikkat edilmistir (Tiryaki, 2011). Yapilan
verifikasyon calismalarinda hazirlanan kalibrasyonlarda kullanim tiim noktalardaki

sapmalar £%20 seviyesinin altinda kalmigtir.
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3.6.3. Tespit Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limiti (LOQ)

UGRL ve SANTE dokiimanlarinda tespit limiti (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda
ornekteki varhiginmi tespit edebildigi ancak kesin miktarin1 6lgemedigi en diisiik analit
konsantrasyonu; 6l¢iim limiti (LOQ) ise miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. UGRL rehberinde tespit limiti ve Ol¢iim
limitinin nasil hesaplanmas1 gerektigi kesin olarak belirtilmemekte ancak analizi
yapilacak matrikse giderek azalan seviyelerde spike yapilarak geri kazanimin %70-120
araliginda, RSD degerinin %20 nin altinda oldugu en diigiik noktanin 6l¢iim limiti olarak
kabul edilebilecegi ifade edilmektedir. Eurachem Guide 2014’de ise LOD ve LOQ
belirlenmesi i¢in diisiik konsantrasyonda analit spike edilen kor 6rnegin 10 tekrar olacak
sekilde analiz edilmesinden elde edilecek sonuglarin standart sapmasi kullanilmaktadir.
Elde edilen standart sapmanin 3 kati LOD, 10 kat1 ise LOQ olarak tanimlanmaktadir.
Ancak bu yontem standart sapmanin ¢ok kiiclik oldugu durumlarda ¢ok diisiik limitler
hesaplanmasina yol agtigindan hesaplanan diizeylerin yapilacak spike caligsmalar ile

dogrulanmasi gerekebilmektedir (Eurachem, 2014).

Bu g¢alismada LOD ve LOQ hesaplamalari1 Eurachem Guide ve UGRL rehberinde
onerilen yollardan faydalanilarak yapilmistir. Diisiik diizeyde spike yapilan kor 6rnekler
12 tekrar olacak sekilde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglardan standart sapma
hesaplanarak 3 kat1 LOD, 10 kat1 ise LOQ olarak kabul edilmistir. Hesaplanan degerlerin
UGRL rehberinde tanimlanan %70-120 geri kazanim diizeyleri ve maksimum %20 RSD

sartlarini saglayip saglamadigi kontrol edilmistir.

3.6.4.Dogruluk

UGRL rehberinde TS 5822-1 (ISO 5725-1) “Olgme Metotlarinin ve Sonuglarinin
Dogrulugu” standardina gore dogruluk (accuracy); deney sonucu ve kabul edilen referans
deger arasindaki yakinlik derecesi olarak tanimlanmaktadir. Gergeklik (trueness), deney
sonuclarinin biiytik bir serisinden elde edilen ortalama deger ile kabul edilen bir referans
deger arasindaki yakinlik derecesidir. Gergeklik ol¢iimii genellikle “toplam sistematik

hata (bias)” cinsinden ifade edilir. Toplam sistematik hata (bias), deney sonuglarindan
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bulunan deger ile kabul edilen bir referans deger arasindaki farktir. Calismada gergeklik
parametresinin test edilmesinde geri kazanim yontemi kullanilmistir. Diistik ve yiliksek
olmak iizere iki diizeyde yapilan geri kazanim ¢alismalarinin sonuglarindan her analit i¢in

ortalama geri kazanim degeri hesaplanmustir.

3.6.5.Kesinlik

Belirli sartlar altinda elde edilen bagimsiz deney sonuglari arasindaki yakinlik
derecesidir. Kesinlik sadece rastgele hatalarin dagilimina baghdir, dogru degere veya
referans degere bagli degildir. Kesinlik 6l¢iimii genellikle “standart sapma” ya da “relatif
standart sapma” cinsinden ifade edilir. Kesinlik parametresinin tekrarlanabilirlik ve

tekrariiretilebilirlik olmak tizere iki temel bileseni vardir:

(1) Tekrarlanabilirlik: Bagimsiz deney sonuglarinin, kisa zaman araliklar i¢cinde, ayni
donanim kullanilarak, ayn1 deneyi yapan kisi tarafindan, ayn1 laboratuvarda, es deger
deney maddeleri tlizerinde ayni metot ile elde edildigi sartlar (tekrarlanabilirlik
sartlar1) altindaki kesinliktir.

(2) Tekrariiretilebilirlik: Farkli donanim kullanarak, deneyi yapan farkli kisiler
tarafindan, farkli laboratuvarlarda, benzer deney maddeleriyle ayni metot
uygulanarak deney sonuglarinin elde edildigi sartlar (tekrariiretilebilirlik sartlart)

altindaki kesinliktir.

Laboratuvar-igi tekrariiretilebilirlik, bir ara kesinlik degeridir ve ayni laboratuvarda, uzun
zaman araliklari i¢inde, farkli kisiler tarafindan, es deger deney maddeleri lizerinde ayn1
metot ile deney sonuclarinin elde edildigi sartlar (laboratuvar-igi tekrariiretilebilirlik
sartlar1) altindaki kesinliktir. Laboratuvar-i¢i verifikasyon kapsaminda, tekrarlanabilirlik
ve laboratuvar-i¢i tekrartiretilebilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. Buna gbre metot
verifikasyonu igin tekrarlanabilirlik, laboratuvar ici tekrar lretilebilirlik ve gergeklik

kontrolii yapilmustir.
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Tekrarlanabilirlik  kontroliinde birisi LOQ’ya yakin olmak iizere iki farkli
konsantrasyonda 6’sar geri kazamim ¢aligmasi yapilmistir. Her bir seviyedeki
calismalardan % RSD hesaplanmis ve + % 20’den az olup olmadig1 kontrol edilmistir. %

RSD asagidaki formiille hesaplanmaistir:
%RSD=SD/Xt*100

Bu formiilde gecen SD =Standart sapmay1; Xort = Ortalamay1 ifade etmektedir.

Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik kontroliinde ise birisi LOQ seviyesine yakin olmak
tizere iki farkli konsantrasyonda 6’sar geri kazanim ¢aligmasi yapilmistir. Ancak bu
calismalar farkli zamanlarda gerceklestirilerek zamanin etkisi ¢calismaya dahil edilmistir.
Yine yukaridaki formiil kullanilarak her bir seviyedeki ¢calismalardan %RSD hesaplanmis

ve + %20’den az olup olmadig1 kontrol edilmistir.

Gergeklik  kontrolii  ise  tekrarlanabilirlik  ¢alismalarindan  hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariretilebilirlik kontrolii i¢in yapilan her ¢alismadan % geri
kazanim hesaplanmistir. UGRL rehberine gore yiizde geri kazanim degerleri validasyon

calismalarinda %70-120 arasinda olmalidir. Hesaplama asagidaki formiille yapilmistir:

% Geri Kazanim= Hesaplanan Konsantrasyon / Spike Konsantrasyonu*100

3.7. Silaj Orneklerinde Organik Asit Analiz Metodu Optimizasyonu

Silajlarin olgunlagsma ve kalite durumlarinin belirlenmesi amaciyla 6rneklerde Gida ve
Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Hayvansal Uriinler Boliimii laboratuvarinda
bulunan HPLC cihaz1 ile laktik asit, asetik asit ve biitirik asit analizleri yapilmistir.
Analizde kullanilan organik asit standartlarina ait bilgiler Cizelge 3.6’da verilmistir.
Kromatografik ayrim izokritik eliisyon ile gerceklestirilmis ve mobil faz olarak %1
asetonitril igeren 0,02 M KH2PO4 ¢ozeltisi kullanilmistir. Mobil fazin pH’s1 o-fosforik
asit ile 2,4’e ayarlanmistir. Analizde 250 x 4,6 mm boyutlarinda Sum partikiil
biiyiikliigiinde YMC-Pack ODS-AQ kolon kullanilmistir. Analiz HPLC cihazinda UV-
DAD dedektor ile 210 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. Analizi yapilacak organik asitlerin saf standart bilgileri

Adi CAS Number Marka/Katalog No Miktar(mL)
Laktik Asit 50-21-5 Sigma-Aldrich/W261106 10

Asetik Asit 64-19-7 Sigma-Aldrich/A6283 100
Biitirik asit 107-92-6 Aldrich/B103500 100

Organik asit analizi i¢in 6rnek hazirlama isleminde ilk olarak 50 ml’lik santrifiij tiipti
icerisine 5 g silaj drnegi tartilmistir. Uzerine 40 mL saf su ilave edilen &rnekler ¢oklu
calkalayicida 1 saat ¢alkalanmaya birakilmistir. Calkalama sonunda 4500 rpm hizda 10
dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonunda iist fazdan bir miktar 0,2 um por
caplt enjektdr ucu filtreden siiziilerek viale alinmig ve HPLC cihazina enjeksiyon
yapilmistir (Sekil 3.14). Numunelerin sonuglari daha 6nce hazirlanmis olan standart
karisimindan seyreltilen 0,25 - 0,50 - 1 ve 2 g/L seviyelerinden hazirlanmis olan
kalibrasyon ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar 6rnek hazirlamada olusan 1/8

dilusyon sebebiyle 8 ile carpilmistir.

5 g silaj 6rnegi 50 m!'lik santrifiij tipline tartilr,

]

Uzerine 40 ml ultra saf su ilave edilir.

J

Coklu calkalayicida 1 saat calkalanir.
10 dakika 4500 dev./dak. santrifj edilir.

Ust fazdan bir miktar 0,2 um filtreden siiziilerek viale alinir.

HPLC UV-DAD sistemine 5 pl enjeksiyon yapilir

Sekil 3.14. Organik asit analizi 6rnek hazirlama islem basamaklari.
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3.8. Silaj Orneklerinde Organik Asit Analiz Metodu Verifikasyonu

Organik asit analiz metodunun verifikasyonunda tespit limiti, 6lglim, dogrusallik ve
kesinlik parametreleri test edilmistir. Tespit limiti caligmasinda 250 g/L seviyesinde 12
farkli caligma yapilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglarindan hesaplanan standart sapmanin 3
kat1 tespit limiti 10 kat1 Sl¢lim limiti olarak kabul edilmistir. Dogrusallik ¢alismasinda
0,25-0,5 -1 ve 2 g/L sevilerinde her bir seviyenin 3 tekrari ile hazirlanan kalibrasyon
kullanilmistir. Dogrusalligin kontroliinde bu kalibrasyon fonksiyonu ile hesaplanan her
bir noktanin degerinin kendi degerinden sapmasinin +%20 araliginda olup olmadig:
kontrol edilmistir. Calismada hazirlanan biitiin kalibrasyonlarin tiim seviyelerinde sapma
degerleri £%20°nin altinda kalmistir. Kesinlik kontrolii i¢in ise tekrarlanabilirlik ve
tekrartiretilebilirlik parametreleri ¢alisilmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in ayn1 giin igerisinde
0,5 ve 1 g/L seviyelerinde 6’sar farkli calisma yapilmistir. Tekrariiretilebilirlik i¢in ayn1
seviyelerde farkli giinlerde yapilan galismalarin sonuglari degerlendirilmistir. Her iki
parametre i¢in de yapilan ¢alismalardan %RSD degerleri hesaplanmistir. Elde edilen %
RSD degerlerinin %20°den kii¢iik olup olmadigi kontrol edilmis ve sonucglarin uygun

oldugu goriilmiistiir.

3.9. Silaj Orneklerinde Mikrobiyolojik Analizler

3.9.1. Toplam Laktik Asit Bakteri Sayis1 Analizi

Bu amagla aseptik sartlar altinda ve steril ekipman ile 10 g 6rnek alinarak 90 mL steril
Maximum Recovery Diluent (MRD) i¢inde stomacher ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasinda ornekte beklenen sayiya gore yine MRD ile ilave ondalik
diliisyonlar hazirlanmis ve baslangi¢ silispansiyonu ile ilave ondalik diliisyonlardan de
Man, Rogosa, Sharpe Agara (MRSA) inokiilasyon yapilmustir. Inokiilasyon sonrasi
izolasyon besi yeri, jar kutusu i¢inde ve mikroaerofilik ortamda 37°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda MRSA {izerindeki kiiltiirlere katalaz testi yapilmistir.
Laktik asit bakterileri katalaz negatif bakterilerdir. Bakterilerde katalaz enziminin
varliginin veya yoklugunun belirlenmesinde kullanilan bu test, katalaz enziminin ortamda
bulunan hidrojen peroksidi su ve oksijene ayirmasi prensibine dayanmaktadir. Bu amacla

MRSA iizerindeki test edilecek kolonilerin iizerine bir damla %3’ liikk hidrojen peroksit
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(H202) damlatilarak gaz kabarciklarmin olusup olusmadigi gozlemlenmistir. Gaz
olusturan koloniler katalaz pozitif, olusturmayanlar ise katalaz negatif olarak
degerlendirilmis ve katalaz negatif tipik koloniler sayilarak kob/g olarak kayit altina
alinmastir (1ISO, 1998).

3.9.2. Toplam Mezofilik Aerobik Koloni Sayis1 Analizi

Orneklerdeki toplam aerobik koloni sayisinin (AKS) belirlenmesi amaciyla 10 g 6rnek
alinarak 90 mL Maximum Recovery Diluent (MRD) ile gida mikrobiyolojisi laboratuvar
kurallarina uygun olarak homojenize edilmistir. Sonrasinda 1/10’luk seri diliisyonlar
olmak iizere orneklerde beklenen sayiya gore diliisyonlar hazirlanmistir (1/10, 1/100,
1/1000 gibi). Her diliisyondan iki steril petri kabia 1’er mL paralel ekim yapilmis ve
petri kaplarina 44-47 °C’ye sogutulan Plate Count Agar (PCA) besi yerinden
dokiilmustiir. Daha sonra petri kaplar1 30°C’ de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda petri kaplarinda gelisen tiim koloniler sayilarak kob/g olarak rapor

edilmistir (1SO, 2013).

3.9.3.Silaj Orneklerinde Asitlik Tayini

Silaj 6rneklerindeki pH degisiminin takibi amaciyla 6rnekleme giinlerinde agilan her
kavonazdon alinan numuleride pH analizi yapilmistir. Bu amacla 50 mL’lik santrifijj tiipti
igerisine 5 g silaj 6rnegi tartilmistir. Uzerine 40 mL saf su ilave edilen drnekler ¢oklu
calkalayicida 1 saat calkalanmaya birakilmistir. Calkalama sonunda oOrneklerin pH

degerlert WTW marka pH 330 model pH metre ile dlgiilerek kaydedilmistir.

3.9.4.Silaj Orneklerinde Kuru Madde Miktar1 Analizleri

Deneme calismasi siiresince kurutma Orneklerinde yapilacan pestisit analiz sonuclari
incelendiginde orneklerdeki kalinti miktarinin giderek arttigi goriilmiistiir. Bu durumun
her 6rnekleme doneminde zaman igerisinden gergeklesen rutubet kaybindan dolay1 5 g
ornek icerisine giren kuru madde miktarinin artisina bagli oldugu anlasilmistir. Bu
farkliligin diizeltilebilmesi i¢in her donem yedek olarak alinarak agzi kapali sekilde derin

dondurucuda (-18 °C) saklanan numunelerden kuru madde analizi yapilmistir. Rutubet
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analizi her bir 6rnekleme donemi numunesinden iki paralel olarak yaklagik 10 g 6rnegin
darasi belirlenmis olan petrilere tartilarak 103°C’de 5 saat bekletilmesi ve ardindan
desikatorde oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra tekrar tartilmasi yontemiyle

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Pestisit Metot Verifikasyonu Sonuglari

4.1.1.Chlorpyrifos Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de CHL i¢in elde edilen, spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar
EK-1de verilmistir. CHL verifikasyon ¢aligmalari1 sonucunda LOD 28,40 pg/kg LOQ ise
94,68 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %16,95 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.1°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
Dogrusallik ¢aligmasina ait sonuglar ise Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Cizelge 4.1 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %20°nin altinda
oldugu goriilmektedir. Geri kazanim orani ise ortalama %105 bulunarak, %70-120
araliginda yer almistir (Cizelge 4.2). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon
egirisi regresyon degeri 0,99 olmustur (Sekil 4.1). Calismalardan elde edilen tiim bulgular
SANTE/2019 kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.1. Chlorpyrifos tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
. s Spike seviyesi Farkl1 giin Spike seviyesi
Giin i¢i analizleri (u/ke) analizﬁa i (u/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 2774 1000,2 1. giin 277,4 1000,2
2. analiz 294,9 921,0 2. glin 278,5 921,0
3. analiz 278,5 1013,8 3. giin 283,4 964,0
4. analiz 269,8 1003,2 4. glin 275,9 884,3
5. analiz 268,5 1068,2 5. giin 272,0 1009,1
6. analiz 249,3 1042,0 6. glin 275,5 910,1
Ortalama 273,1 1008,1 Ortalama 277,12 948,11
Standart sapma 14,96 50,0 Standart sapma 3,79 50,87
RSD% 5,5 5,0 RSD% 14 5,4
Tekrarlanabilirlik uygun uygun  Tekrariiretilebilir- uygun uygun
kontrolii lik kontrolii
RSDpool 0,052 RSDpool 0,039
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Cizelge 4.2. Chlorpyrifos geri kazanim ¢alismasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike Seviyesi (ug/kg)  Gergeklik
250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar  Sonug¢ (ug’kg) %R Sonug (ng’kg) %R
1 2774 1110  uygun 1000,2 100,0 uygun
2 2949 118,0  uygun 9210 921 uygun
3 278,5 1114  uygun 1013,8 1014 uygun
4 269,8 107,9 uygun 1003,2 100,3 uygun
5 268,5 107,4  uygun 1068,2 106,8 uygun
6 249,3 99,7  uygun 1042,0 104,2 uygun
Ortalama Geri Kazanim (%) 105,0
. .y 2.449,265x- 4,090,548 i s
Kalibrasyon Grafigi ™+ 0 oss % RESIDUEL (GORSEL
o B0 ' DEGERLENDIRME)
§ 0 10,0
"il:uzloo 5’0 R N
<300 LY ¢
s 200 : 4
200 % 5,0 , 500 1000 1500 2000 2300
100 €100
0 B
-15,0 ¢
100 0 500 1000 1500 2000 2500 ¢
-20,0
Konsantrasyon XI (KONSANTRASYON)

Sekil 4.1. Chlorpyrifos kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.3. Chlorpyrifos dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) -4090,548

b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 2449,265

Xi (kons) Yi (Alan) Yi, _ R_esidueI: Fark/ (Fark/ , % Residueﬂl

Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)* Residuel kontrolii

0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun

50 114132 118373 -4241 -0,036 0,001 -3,7 uygun

50 110985 118373 -7388 -0,062 0,004 -6,7 uygun

50 113860 118373 -4513 -0,038 0,001 -4,0 uygun

100 205366 240836 -35470 -0,147 0,022 -17,3 uygun

100 205487 240836 -35349 -0,147 0,022 -17,2  uygun

100 215912 240836 -24924 -0,103 0,011 -11,5 uygun

250 653197 608226 44971 0,074 0,005 6,9 uygun

250 606242 608226 -1984 -0,003 0,000 -0,3 uygun

250 653197 608226 44971 0,074 0,005 6,9 uygun

500 1059175 1220542 -161367 -0,132 0,017 -15,2  uygun

500 1225760 1220542 5218 0,004 0,000 0,4 uygun

500 1225760 1220542 5218 0,004 0,000 0,4 uygun

1000 2453001 2445174 7827 0,003 0,000 0,3 uygun

1000 2612198 2445174 167024 0,068 0,005 6,4 uygun

1000 2547998 2445174 102824 0,042 0,002 4,0 uygun

2000 4921964 4894439 27525 0,006 0,000 0,6 uygun

2000 4827770 4894439 -66669 -0,014 0,000 -1,4 uygun

2000 4826676 4894439 -67763 -0,014 0,000 -1,4 uygun
Toplam 0,096

Srr 0,080 <0,1 Kabul

4.1.2. 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) Metabolitinin Verifikasyon Sonuclari

LC-MS/MS’de TCP ig¢in elde edilen, spike drnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar
EK-2’de verilmistir. TCP verifikasyon ¢alismalari sonucunda LOD 2,96 ug/kg, LOQ ise
9,87 nug/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise % 21,79 olarak hesaplanmistir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.4°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir.
Dogrusallik ¢alismasina ait sonuclar ise

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Cizelge 4.4 incelenecek olursa iki farkl
konsantrasyon seviyesinden elde edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik
parametrelerinin RSD degerleri %20°1 agsmamistir. Geri kazanim orani ise ortalama

%98,8 bulunarak, %70-120 araliginda yer almistir (Cizelge 4.5). Yedi farkl
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konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon degeri 0,99 olmustur (Sekil 4.2).
Calismalardan elde edilen tim bulgular SANTE/2019 kabul kriterlerine gore

degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.4. TCP i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin i¢i analizleri Spike seviyesi Farkl1 giin analizleri Spike seviyesi
(ngrkg) (ngrkg)
25 250 25 250
1. analiz 23,5 250,2 1. giin 235  250,2
2. analiz 25,4 233,6 2. giin 254  233,6
3. analiz 251 257,3 3. giin 26,7  265,6
4. analiz 24,2 265,8 4. giin 30,9 2397
5. analiz 24,6 242,3 5. glin 229 2822
6. analiz 21,9 268,7 6. glin 254  264,3
Ortalama 24,10 252,99 Ortalama 25,81 255,93
Standart sapma 1,28 13,61 Standart sapma 2,86 18,14
RSD% 5,3 54 RSD% 111 7,1
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,053 RSDpool 0,093

Cizelge 4.5. TCP’nin geri kazanim c¢aligsmasi sonuglari

Geri Kazanim
Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik

25 Kontrolii 250 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug % R
1 23,5 94,2 uygun 250,2 100,1 uygun
2 25,4 101,6 uygun 233,6 93,5 uygun
3 25,1 100,2 uygun 257,3 102,9 uygun
4 24,2 96,6 uygun 265,8 106,3 uygun
5 24,6 98,4 uygun 2423 96,9 uygun
6 21,9 87,4 uygun 268,7 107,5 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 98,8
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Sekil 4.2. TCP kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri

Cizelge 4.6. TCP’nin dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 136,655
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 41,952
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
10 529 0 0 -0,049 0,002 -51 uygun
10 589 556 -27 0,059 0,003 5,6 uygun
10 495 556 33 -0,110 0,012 -12,4 uygun
25 1163 556 -61 -0,019 0,000 -1,9 uygun
25 1181 1185 -22 -0,004 0,000 -0,4 uygun
25 1066 1185 -4 -0,101 0,010 -11,2 uygun
50 2189 1185 -119 -0,020 0,000 -2,1 uygun
50 2315 2234 -45 0,036 0,001 3,5 uygun
50 2225 2234 81 -0,004 0,000 -0,4 uygun
100 3754 2234 -9 -0,133 0,018 -15,4 uygun
100 4499 4332 -578 0,039 0,001 3,7 uygun
100 4418 4332 167 0,020 0,000 19 uygun
250 11289 4332 86 0,063 0,004 5,9 uygun
250 10305 10625 664 -0,030 0,001 -3,1 uygun
250 11413 10625 -320 0,074 0,006 6,9 uygun
500 20439 10625 788 -0,032 0,001 -3,3 uygun
500 21211 21113 -674 0,005 0,000 0,5 uygun
500 21193 21113 98 0,004 0,000 0,4 uygun

Toplam 0,061

Srr 0,064 <0,1 Kabul
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4.1.3.Diethyl phosphate (DP) Metabolitinin Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de DP i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank drnege ait kromotogramlar EK-
3’de verilmistir. DP verifikasyon ¢alismalari sonucunda LOD 3,37 pug/kg LOQ ise 11,23
ng/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %20,40 olarak hesaplanmistir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.7°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.
Dogrusallik c¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.9 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir.
Cizelge 4.7 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin  RSD  degerleri %201
agsmamustir. Geri kazanim orani ise ortalama %103,1 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.8). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,986 olmustur (Sekil 4.3 Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.7. DP’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismas1 sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin i¢i analizleri Sonuglar Farkl1 giin analizleri Sonuglar
Spike seviyesi Spike seviyesi

25 100 25 100
1. analiz 26,1 104,1 1. glin 26,1 104,1
2. analiz 28,0 101,1 2. glin 27,2 101,1
3. analiz 27,2 94,7 3. glin 25,7 98,3
4. analiz 26,8 95,5 4, giin 26,8 98,1
5. analiz 29,8 97,9 5. giin 22,8 85,3
6. analiz 25,2 91,8 6. glin 23,9 81,1
Ortalama 27,19 97,50 Ortalama 25,42 94,68
Standart sapma 1,60 4,50 Standart sapma 1,71 9,24
RSD% 59 4,6 RSD% 6,7 9,8
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun

RSDpool 0,053 RSDpool 0,084
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Cizelge 4.8. DP’nin geri kazanim ¢aligmast sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik
25 Kontrolii 100 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (pg/kg) %R
1 26,1 104,6 uygun 104,1 104,1 uygun
2 28,0 112,1 uygun 101,1 101,1 uygun
3 27,2 108,7  uygun 94,7 94,7 uygun
4 26,8 107,1  uygun 95,5 95,5 uygun
5 29,8 119,2  uygun 97,9 97,9 uygun
6 25,2 100,9  uygun 91,8 91,8 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 103,1
Kalibrasyon Grafigiv=2233711x+67.087,728 % RESIDUEL (GORSEL DEGERLENDIRME)
0 R =0,986
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Sekil 4.3. DP’nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.9. DP’nin dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) 67087,728
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 2233,711
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
5 83908 78256 5652 0,072 0,005 6,7 uygun
5 84366 78256 6110 0,078 0,006 7,2 uygun
5 83494 78256 5238 0,067 0,004 6,3 uygun
10 93919 89425 4494 0,050 0,003 4,8 uygun
10 95977 89425 6552 0,073 0,005 6,8 uygun
10 99964 89425 10539 0,118 0,014 10,5 uygun
25 132399 122930 9469 0,077 0,006 7,2 uygun
25 139037 122930 16107 0,131 0,017 11,6 uygun
25 128951 122930 6021 0,049 0,002 4,7 uygun
50 189566 178773 10793 0,060 0,004 57 uygun
50 185402 178773 6629 0,037 0,001 3,6 uygun
50 181274 178773 2501 0,014 0,000 1,4 uygun
100 283209 290459 -7250 -0,025 0,001 -2,6 uygun
100 288615 290459 -1844 -0,006 0,000 -0,6 uygun
100 275107 290459 -15352 -0,053 0,003 -5,6 uygun
250 632173 625515 6658 0,011 0,000 1,1 uygun
250 666123 625515 40608 0,065 0,004 6,1 uygun
250 579681 625515 -45834 -0,073 0,005 -7,9 uygun
Toplam 0,081

Srr 0,074 <0,1 Kabul

4.1.4.Diethyl thiophosphate (DTP) Metabolitinin Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de DTP i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank drnege ait kromotogramlar EK-
4’de verilmistir. DTP verifikasyon g¢alismalari sonucunda LOD 34,08 pg/kg LOQ ise
113,61 ug/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise % 27,39 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.10°da ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir.
Dogrusallik calismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.12 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir.
Cizelge 4.10 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201

agsmamustir. Geri kazanim orani ise ortalama %96,3 bulunarak, %70-120 araliginda yer
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almistir (Cizelge 4.11). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,997 olmustur (Sekil 4.4). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.10. DTP’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢calismasit sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin ici Spike seviyesi Farkl giin Spike seviyesi
analizleri (ng/kg) analizleri (ng/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 252,2 892,0 1. glin 2522 8920
2. analiz 239,9 846,5 2. glin 252,6 8465
3. analiz 252,6 938,7 3. glin 2250  952,6
4. analiz 232,1 1009,7 4. glin 2912 1131,6
5. analiz 233,7 1003,0 5. glin 270,6  907,8
6. analiz 259,1 986,0 6. giin 226,1  891,6
Ortalama 244,93 945,99 Ortalama 252,96 937,03
Standart sapma 11,22 65,99 Standart sapma 25,61 101,25
RSD% 4,6 7,0 RSD% 10,1 10,8
Tekrarlanabilirlik uygun uygun  Tekrariretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,059 RSDpool 0,105

Cizelge 4.11. Diethylthiophosphate geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Geri Kazanim
Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik

250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 252,2 100,9 uygun 892,0 89,2 uygun
2 239,9 95,9  uygun 846,5 84,7 uygun
3 252,6 101,1  uygun 938,7 93,9 uygun
4 232,1 92,8  uygun 1009,7 101,0 uygun
5 233,7 93,5 uygun 1003,0 100,3 uygun
6 259,1 103,6 uygun 986,0 98,6 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 96,3
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Sekil 4.4. Diethylthiophosphate kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
Cizelge 4.12. DTP’nin dogrusallik ¢alismasi sonuglari
a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 152,971
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 18,673
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)®> Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
50 1145 1087 58 0,054 0,003 51 uygun
50 1128 1087 41 0,038 0,001 3,7 uygun
50 1072 1087 -15 -0,013 0,000 -1,4 uygun
100 1923 2020 -97 -0,048 0,002 -51 uygun
100 1860 2020 -160 -0,079 0,006 -8,6 uygun
100 1936 2020 -84 -0,042 0,002 -4,4 uygun
250 4438 4821 -383 -0,080 0,006 -8,6 uygun
250 4467 4821 -354 -0,073 0,005 -7,9 uygun
250 4941 4821 120 0,025 0,001 2,4 uygun
500 10636 9490 1146 0,121 0,015 10,8 uygun
500 10831 9490 1341 0,141 0,020 12,4 uygun
500 8355 9490 -1135 -0,120 0,014 -13,6 uygun
1000 18963 18826 137 0,007 0,000 0,7 uygun
1000 18838 18826 12 0,001 0,000 0,1 uygun
1000 18519 18826 -307 -0,016 0,000 -1,7 uygun
2000 38343 37500 843 0,022 0,001 2,2 uygun
2000 38343 37500 843 0,022 0,001 2,2 uygun
2000 35646 37500 -1854 -0,049 0,002 -5,2 uygun
Toplam 0,080
Srr 0,073 <0,1 Kabul
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4.1.5.Chlorpyrifos-oxon (CO) Metabolitinin Verifikasyon Sonug¢lari

LC-MS/MS’de CO ig¢in elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar EK-
5’de verilmistir. CO verifikasyon calismalari sonucunda LOD 41,29 ug/kg; LOQ ise
137,63 ng/kg olarak bulunmustur. Ol¢iim belirsizligi ise %30,96 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.13’da ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.14°de verilmistir.
Dogrusallik calismasina ait sonuclar ise Cizelge 4.15 ve Sekil 4.5°de gosterilmistir.
Cizelge 4.13 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin  RSD  degerleri %201
asmamistir. Geri kazanim orani ise ortalama %98,2 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.14). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,989 olmustur (Sekil 4.5). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.13. CO’nun tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismas1 sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin i¢i analizleri Sonuglar Farkl1 giin analizleri Sonuglar
Spike seviyesi Spike seviyesi
(ng/kg) (ng/kg)
100 500 100 500
1. analiz 76,4  476,2 1. glin 1135  476,2
2. analiz 1135  532,7 2. glin 109,1  532,7
3. analiz 109,1  450,4 3. glin 116,7  522,4
4. analiz 92,8 4747 4. glin 91,2 4815
5. analiz 84,6  566,7 5. glin 118,7  426,6
6. analiz 94,2  539,0 6. giin 116,3  466,3
Ortalama 95,09 506,61 Ortalama 110,91 484,27
Standart sapma 14,15 45,71 Standart sapma 10,23 38,78
RSD% 14,9 9,0 RSD% 9,2 8,0
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun Tekrariretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDyool 0,123 RSDpool 0,086
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Cizelge 4.14. CO’nun geri kazanim c¢aligsmasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik Seviye (ng/kg) Gergeklik
100 Kontrolii Seviye 1 (500) kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng’kg) %R
1 76,4 76,4  uygun 476,2 95,2 uygun
2 113,55 113,5 uygun 532,7 106,5 uygun
3 109,1 109,1  uygun 450,4 90,1 uygun
4 92,8 92,8  uygun 4747 94,9 uygun
5 84,6 84,6  uygun 566,7 113,3 uygun
6 94,2 94,2  uygun 539,0 107,8 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 98,2
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Sekil 4.5. Chlorpyrifos-oxon kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.15. Chlorpyrifos-oxon dogrusallik ¢alismasi sonuglart

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) 552,643
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 19,899

Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
25 1166 1050 116 0,110 0,012 9,9 uygun
25 1129 1050 79 0,075 0,006 7,0 uygun
25 1138 1050 88 0,084 0,007 7,7 uygun
50 1411 1548 -137 -0,088 0,008 -9,7 uygun
50 1676 1548 128 0,083 0,007 7,7 uygun
50 1617 1548 69 0,045 0,002 4,3 uygun
100 2450 2543 -93 -0,036 0,001 -3,8 uygun
100 2286 2543 -257 -0,101 0,010 -11,2 uygun
100 2477 2543 -66 -0,026 0,001 -2,6 uygun
250 6395 5527 868 0,157 0,025 13,6 uygun
250 4941 5527 -586 -0,106 0,011 -11,9 uygun
250 4941 5527 -586 -0,106 0,011 -11,9 uygun
500 10018 10502 -484 -0,046 0,002 -4,8 uygun
500 11840 10502 1338 0,127 0,016 11,3 uygun
500 11291 10502 789 0,075 0,006 7,0 uygun
1000 21154 20452 702 0,034 0,001 33 uygun
1000 21066 20452 614 0,030 0,001 2,9 uygun
1000 18422 20452 -2030 -0,099 0,010 -11,0 uygun

Toplam 0,137

Srr 0,095 <0,1 Kabul

4.1.6. Deltamethrin (DEL) Verifikasyon Sonuclar:

LC-MS/MS’de DEL i¢in elde edilen spike drnek ve blank drnege ait kromotogramlar EK-
6’de verilmistir. DEL verifikasyon ¢aligsmalari sonucunda LOD 24,60 pg/kg ve LOQ ise
82,01 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %17,63 olarak hesaplanmistir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.16°da ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de verilmistir.
Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.18 ve Sekil 4.6’de gosterilmistir.
Cizelge 4.16’da goriildigi gibi iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201
asmamigstir. Geri kazanim orani ise ortalama %103,4 bulunarak, %70-120 araliginda yer

almistir (Cizelge 4.17). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
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degeri 0,989 olmustur (Sekil 4.6). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.16. DEL’in tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
o Sonuglar Farkli giin Sonuglar
Giin i¢i Spike seviyesi analizleri Spike seviyesi
analizleri (ng/kg) (ng/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 292,2 11132 1. glin 292,2 11132
2. analiz 279,3 920,6 2. glin 273,6 920,6
3. analiz 273,6 10011 3. glin 281,0 10011
4. analiz 258,0 985,0 4, giin 281,0 937,2
5. analiz 237,0 985,0 5. glin 295,5 954,1
6. analiz 251,4 10325 6. glin 267,2 906,9
Ortalama 265,27 1006,26 Ortalama 281,75 972,19
Standart sapma 20,18 63,87 Standart sapma 10,73 76,43
RSD% 7,6 6,3 RSD% 3,8 7,9
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,070 RSDpool 0,062
Cizelge 4.17. DEL’in geri kazanim ¢alismasi sonuglari
Geri Kazanim
Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik Seviye (ug/kg) Gergeklik
250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng’kg) %R
1 292,2 116,9 uygun 1113,2 111,3 uygun
2 279,3 1117 uygun 9206 92,1 uygun
3 273,6  109,5 uygun 1001,1 100,1 uygun
4 258,0 103,2 uygun 9850 98,5 uygun
5 237,0 94,8 uygun 9850 98,5 uygun
6 251,4  100,6 uygun 1032,5 103,3 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 103,4

59



Kalibrasyon Grafigi /= 129%+252688 % RESIDUEL (GORSEL
R=0,989 2 -
o3 ! DEGERLENDIRME)
(]
82
G i 150 5
o 100 [o ¢
g 2 - » ¢
— 5 50 ¢
5 2 ¢
1 5 00
: $
1 © 500 $200 400460 80 1000 10
100 |4y, .
0 15,0
0 20 40 60 80 1000 1200
Konsantrasyon X| (KONSANTRASYON)

Sekil 4.6. DEL’in kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri

Cizelge 4.18. DEL’in dogrusallik ¢alismas1 sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) -2906,128
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 1160,580
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
50 54749 55123 -374 -0,007 0,000 -0,7 uygun
50 54749 55123 -374 -0,007 0,000 -0,7 uygun
50 55301 55123 178 0,003 0,000 0,3 uygun
100 106442 113152 -6710 -0,059 0,004 -6,3 uygun
100 103857 113152 -9295 -0,082 0,007 -8,9 uygun
100 105037 113152 -8115 -0,072 0,005 -7,7 uygun
250 271906 287239 -15333 -0,053 0,003 -5,6 uygun
250 288594 287239 1355 0,005 0,000 0,5 uygun
250 287783 287239 544 0,002 0,000 0,2 uygun
500 573235 577384 -4149 -0,007 0,000 -0,7 uygun
500 569924 577384 -7460 -0,013 0,000 -13 uygun
500 593505 577384 16121 0,028 0,001 2,7 uygun
1000 1140224 1157674 -17450 -0,015 0,000 -1,5 uygun
1000 1195331 1157674 37657 0,033 0,001 3,2 uygun
1000 1195331 1157674 37657 0,033 0,001 3,2 uygun
2000 2239881 2318253 -78372 -0,034 0,001 -3,5 uygun
2000 2464474 2318253 146221 0,063 0,004 59 uygun
2000 2223244 2318253 -95009 -0,041 0,002 -4,3 uygun
Toplam 0,029
Srr 0,044 <0,1 Kabul
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4.1.7.3-Phenoxybenzoic acid (3PBA) Metabolitinin Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de 3PBA icin elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar
EK-7"de verilmistir. 3PBA verifikasyon ¢alismalari1 sonucunda LOD 2,76 pug/kg ve LOQ
ise 9,19 ug/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %18,20 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.19’da ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir.
Dogrusallik calismasina ait sonuclar ise Cizelge 4.21 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.
Cizelge 4.19 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin  RSD  degerleri %201
asmamistir. Geri kazanim orani ise ortalama %102,3 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.20). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 1,00 olmustur (Sekil 4.7). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.19. 3PBA’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢caligsmasi sonuclar

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin ici Spike seviyesi Farkli giin Spike seviyesi
analizleri (ug/kg) analizleri (ng/kg)
25 250 25 250
1. analiz 27,1 253,8 1. glin 27,1 253,8
2. analiz 23,7 250,6 2. glin 23,7 250,6
3. analiz 24,7 254,8 3. glin 27,8 257,6
4. analiz 25,5 252,1 4. glin 25,7 248,4
5. analiz 26,8 246,5 5. glin 22,6 275,3
6. analiz 28,2 250,6 6. glin 21,6 267,5
Ortalama 25,99 251,4 Ortalama 24,7 258,8
Standart sapma 1,66 2,93 Standart sapma 2,51 10,48
RSD% 6,4 1,2 RSD% 10,2 4,0
Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
. uygun  uygun . uygun uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,046 RSDypool 0,077
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Cizelge 4.20. 3PBA’nin geri kazanim ¢alismasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik
25 Kontroli 250 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 27,1 108,4 uygun 253,8 101,5 uygun
2 23,7 94,8 uygun 250,6 100,3 uygun
3 247 98,7  uygun 254,8 101,9 uygun
4 25,5 102,1  uygun 252,1 100,8 uygun
5 26,8 107,0 uygun 246,5 98,6 uygun
6 28,2 112,7  uygun 250,6 100,3 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 102,3
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Sekil 4.7. 3PBA’nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.21. 3PBA’nin dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) -144,237
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 137,950
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yihesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
10 1351 1235 116 0,094 0,009 8,6 uygun
10 1372 1235 137 0,111 0,012 10,0 uygun
10 1109 1235 -126 -0,102 0,010 -11,4 uygun
25 3353 3305 48 0,015 0,000 14 uygun
25 3524 3305 219 0,066 0,004 6,2 uygun
25 3719 3305 414 0,125 0,016 11,1 uygun
50 6496 6753 -257 -0,038 0,001 -4,0 uygun
50 6735 6753 -18 -0,003 0,000 -0,3 uygun
50 7162 6753 409 0,061 0,004 5,7 uygun
100 13491 13651 -160 -0,012 0,000 -1,2 uygun
100 13111 13651 -540 -0,040 0,002 -4,1 uygun
100 13134 13651 -517 -0,038 0,001 -3,9 uygun
250 34624 34343 281 0,008 0,000 0,8 uygun
250 33855 34343 -488 -0,014 0,000 -14 uygun
250 34425 34343 82 0,002 0,000 0,2 uygun
500 68546 68831 -285 -0,004 0,000 -0,4 uygun
500 70074 68831 1243 0,018 0,000 18 uygun
500 68129 68831 -702 -0,010 0,000 -1,0 uygun
Toplam 0,061
Srr 0,058 <0,1 Kabul

4.1.8.3-(4-hydroxyphenoxy) Benzoic Acid (4HPBA) Metabolitinin Verifikasyon

Sonuclarn

LC-MS/MS’de 4HPBA ig¢in elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar
EK-8’de verilmistir. 4HPBA verifikasyon caligmalar1 sonucunda LOD 11,89 ug/kg ve
LOQ ise 39,63 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %23,69 olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik ¢alismalarindan elde edilen
sonuglar Cizelge 4.22°de ve geri kazanim ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.23’de verilmistir. Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.24 ve Sekil 4.8’de
gosterilmistir. Cizelge 4.22 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201

asmamustir. Geri kazanim orani ise ortalama %98,2 bulunarak, %70-120 araliginda yer
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almistir (Cizelge 4.23). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,998 bulunmustur (Sekil 4.8). Calismalardan elde edilen tiim bulgular
SANTE/2019 kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.22. AHPBA nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonugclar
Giin i¢i Spike seviyesi Farkli giin Spike seviyesi
analizleri (ng/kg) analizleri (ng/kg)
100 500 100 500
1. analiz 95,3  528,7 1. glin 953  528,7
2. analiz 105,6  526,0 2. giin 105,6  526,0
3. analiz 92,0 5274 3. glin 959 4619
4. analiz 90,3 515,2 4. giin 115,1 478,0
5. analiz 96,7 5105 5. glin 93,7 4928
6. analiz 82,0 4724 6. giin 84,9  446,3
Ortalama 93,66 513,37 Ortalama 98,42 488,96
Standart sapma 7,82 21,36 Standart sapma 10,53 33,60
RSD% 8,3 4,2 RSD% 10,7 6,9
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,066 RSDpool 0,090

Cizelge 4.23. 4AHPBA ’nin geri kazanim ¢alismasi sonuglari

Geri Kazanim
Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik

100 Kontrolii 500 kontrolii
Tekrar Sonug (ug’kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 95,3 953 uygun 528,7 105,7 uygun
2 105,6 105,6  uygun 526,0 105,2 uygun
3 920 92,0 uygun 527,4 105,5 uygun
4 90,3 90,3 uygun 515,2 103,0 uygun
5 96,7 96,7 uygun 510,5 102,1 uygun
6 82,0 82,0 uygun 472,4 94,5 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 98,2
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Sekil 4.8 4HPBA nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri

Cizelge 4.24. AHPBA nin dogrusallik ¢alismast sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 378,312
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 64,343

Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yihesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
50 3210 3595 -385 -0,107 0,011 -12,0 uygun
50 3574 3595 -21 -0,006 0,000 -0,6 uygun
50 3251 3595 -344 -0,096 0,009 -10,6 uygun
100 6225 6813 -588 -0,086 0,007 -9,4 uygun
100 6638 6813 -175 -0,026 0,001 -2,6 uygun
100 5692 6813 -1121 -0,164 0,027 -19,7 uygun
250 16137 16464 -327 -0,020 0,000 -2,0 uygun
250 17008 16464 544 0,033 0,001 3,2 uygun
250 17098 16464 634 0,039 0,001 3,7 uygun
500 33552 32550 1002 0,031 0,001 3,0 uygun
500 33250 32550 700 0,022 0,000 2,1 uygun
500 30800 32550 -1750 -0,054 0,003 -5,7 uygun
1000 65184 64721 463 0,007 0,000 0,7 uygun
1000 68071 64721 3350 0,052 0,003 4,9 uygun
1000 65291 64721 570 0,009 0,000 0,9 uygun
2000 134594 129064 5530 0,043 0,002 4,1 uygun
2000 123228 129064 -5836 -0,045 0,002 -4.7 uygun
2000 127199 129064 -1865 -0,014 0,000 -1,5 uygun

Toplam 0,070
Srr 0,062 <0,1 Kabul
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4.1.9. Imidacloprid (IMI) Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de IMI i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar EK-
9’de verilmistir. IMI verifikasyon ¢alismalar1 sonucunda LOD 24,05 ng/kg ve LOQ ise
80,18 png/kg olarak bulunmustur. Ol¢iim belirsizligi ise %24,37 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.25’de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuclar Cizelge 4.26’da verilmistir.
Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.27 ve Sekil 4.9’da gosterilmistir.
Cizelge 4.25 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin  RSD  degerleri  %20’i
asmamistir. Geri kazanim orani ise ortalama %99,5 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.26). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,999 olmustur (Sekil 4.9). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.25. IMI’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin ici Spike seviyesi Farkl1 giin Spike seviyesi
analizleri (ng/kg) analizleri (ng/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 2352 901,6 1. glin 235,2 901,6
2. analiz 2442  983,6 2. glin 2442 983,6
3. analiz 257,4 1084,9 3. glin 257,4 10849
4. analiz 233,4 1000,3 4. glin 297,1 1102,7
5. analiz 270,3 1012,4 5. glin 2932 11116
6. analiz 261,3 9512 6. glin 313,5 969,5
Ortalama 250,30 989,00 Ortalama 273,4 1025,6
Standart sapma 14,98 61,60 Standart sapma 32,02 86,19
RSD% 6,0 6,2 RSD% 11,7 8,4
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun Tekrartretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,061 RSDpool 0,102
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Cizelge 4.26. IMI'nin geri kazanim ¢alismasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik

250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar Sonug (ng’kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 235,2 94,1  uygun 901,6 90,2 uygun
2 2442 97,7  uygun 983,6 98,4 uygun
3 257,4  103,0 uygun 1084,9 108,5 uygun
4 233,4 93,4 uygun 1000,3 100,0 uygun
5 270,3 108,1  uygun 1012,4 101,2 uygun
6 261,3 104,5 uygun 951,2 95,1 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 99,5
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Sekil 4.9. IMI'nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.27. IMI'nin dogrusallik ¢alismasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 14609,511
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 1199,617

Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
50 70886 74590 -3704 -0,050 0,002 -5,2 uygun
50 75513 74590 923 0,012 0,000 1,2 uygun
50 73487 74590 -1103 -0,015 0,000 -15 uygun
100 139026 134571 4455 0,033 0,001 3,2 uygun
100 133729 134571 -842 -0,006 0,000 -0,6 uygun
100 140849 134571 6278 0,047 0,002 4,5 uygun
250 340121 314514 25607 0,081 0,007 7,5 uygun
250 329310 314514 14796 0,047 0,002 4,5 uygun
250 341345 314514 26831 0,085 0,007 7,9 uygun
500 594714 614418 -19704 -0,032 0,001 -3,3 uygun
500 619512 614418 5094 0,008 0,000 0,8 uygun
500 590603 614418 -23815 -0,039 0,002 -4,0 uygun
1000 1214999 1214226 773 0,001 0,000 0,1 uygun
1000 1229470 1214226 15244 0,013 0,000 1,2 uygun
1000 1156187 1214226 -58039 -0,048 0,002 -5,0 uygun
2000 2433621 2413843 19778 0,008 0,000 0,8 uygun
2000 2474396 2413843 60553 0,025 0,001 2,4 uygun
2000 2355326 2413843 -58517 -0,024 0,001 -2,5 uygun

Toplam 0,029
Srr 0,044 <0,1 Kabul

4.1.10.Imidacloprid-olefin (IMO) Metaboliti Verifikasyon Sonuglari

LC-MS/MS’de IMO igin elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar EK-
10’de verilmistir. IMO verifikasyon ¢alismalar1 sonucunda LOD 5,05 pg/kg ve LOQ ise
16,84 ug/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %15,40 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.28’de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.29°da verilmistir.
Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.30 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Cizelge 4.28 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin  RSD  degerleri %20’
asmamigstir. Geri kazanim orani ise ortalama %97,2 bulunarak, %70-120 araliginda yer

almistir (Cizelge 4.29). Yedi farkli konsantrasyonla gizilen kalibrasyon egirisi regresyon
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degeri 0,999 olmustur (Sekil 4.10). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.28. IMO’nun tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin i¢i analizleri Sonuglar Farkl1 giin analizleri Sonugclar
Spike seviyesi Spike seviyesi
(ng/kg) (ng/kg)
50 250 50 250
1. analiz 45,7 264,0 1. glin 45,7 251,9
2. analiz 447 251,9 2. glin 44,7 270,8
3. analiz 45,9 270,8 3. glin 47,8 255,4
4. analiz 45,9 269,7 4. giin 51,4 251,8
5. analiz 45,5 240,5 5. giin 43,5 275,9
6. analiz 47,9 242,5 6. giin 46,5 294,2
Ortalama 45,92 256,57 Ortalama 46,60 266,66
Standart sapma 1,04 13,48 Standart sapma 2,76 16,88
RSD 2,3 5,3 RSD% 59 6,3
Tekrarlanabilirlik uygun uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,040 RSDpool 0,061

Cizelge 4.29. IMO’nun geri kazanim ¢alismasi1 sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik

50 Kontrolii 250 kontrolii
Tekrar Sonu¢ (ugkg) %R Sonug (pg/kg) %R
1 45,7 91,3 uygun 264,0 105,6 uygun
2 44,7 89,4  uygun 251,9 100,8 uygun
3 459 91,8 uygun 270,8 108,3 uygun
4 45,9 91,8  uygun 269,7 107,9  uygun
5 45,5 91,1  uygun 240,5 96,2  uygun
6 47,9 95,7  uygun 242.5 97,0  uygun
Ortalama Geri Kazanim % 97,2
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Sekil 4.10. IMO’nun kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
Cizelge 4.30. IMO’nun dogrusallik ¢alismasi sonuglari
a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 2257,141
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 834,898
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 00  uygun
25 24804 23130 1674 0,072 0,005 6,8 uygun
25 22072 23130 -1058 -0,046 0,002 -4,8 uygun
25 27211 23130 4081 0,176 0,031 15,0 uygun
50 40782 44002 -3220 -0,073 0,005 -7,9 uygun
50 40486 44002 -3516 -0,080 0,006 -8,7 uygun
50 42428 44002 -1574 -0,036 0,001 -3,7 uygun
100 80706 85747 -5041 -0,059 0,003 -6,2 uygun
100 80851 85747 -4896 -0,057 0,003 -6,1 uygun
100 85118 85747 -629 -0,007 0,000 -0,7 uygun
250 227583 210982 16601 0,079 0,006 7,3 uygun
250 203191 210982 -7791 -0,037 0,001 -3,8 uygun
250 204885 210982 -6097 -0,029 0,001 -3,0 uygun
500 455280 419706 35574 0,085 0,007 7,8 uygun
500 418846 419706 -860 -0,002 0,000 -0,2 uygun
500 411082 419706 -8624 -0,021 0,000 -2,1 uygun
1000 842372 837155 5217 0,006 0,000 0,6 uygun
1000 870571 837155 33416 0,040 0,002 3,8 uygun
1000 786154 837155 -51001 -0,061 0,004 -6,5 uygun
Toplam 0,080
Srr 0,073 <0,1 Kabul
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4.1.11.Imidacloprid guanidine (IMG) Metabolitinin Verifikasyon Sonug¢lari

LC-MS/MS’de IMG i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar EK-
11°de verilmistir. IMG verifikasyon ¢alismalar1 sonucunda LOD 3,17 pg/kg ve LOQ ise
10,55 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %37,07 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.31°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.32°de verilmistir.
Dogrusallik calismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.33 ve Sekil 4.11°de gdosterilmistir.
Cizelge 4.31 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde edilen
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201
asmamistir. Geri kazanim orani ise ortalama %95,3 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.32). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,991 olmustur (Sekil 4.11). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.31. IMG’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin ici Sonuglar Farkli giin Sonuglar
analizleri Spike seviyesi (ug/kg) analizleri Seviye (ug/kg)
25 100 25 100
1. analiz 21,9 94,6 1. gilin 21,9 94,6
2. analiz 24,7 98,9 2. glin 24,7 98,9
3. analiz 23,8 74,6 3. giin 23,8 74,6
4. analiz 18,5 93,5 4. glin 27,6 88,1
5. analiz 27,4 109,3 5. glin 26,4 99,6
6. analiz 28,8 92,4 6. giin 25,4 113,8
Ortalama 24,17 93,88 Ortalama 24,96 94,94
Standart sapma 3,72 11,27 Standart sapma 1,99 13,05
RSD 0,154 0,120 RSD 0,080 0,137
Tekrarlanabilirlik uygun uygun  Tekrariiretilebilirlik ~ uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,138 RSDpool 0,112
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Cizelge 4.32. IMG’nin geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik
25 Kontroli 100 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 219 87,7 uygun 94,6 94,6 uygun
2 247 98,9  uygun 98,9 98,9 uygun
3 23,8 950 uygun 74,6 74,6 uygun
4 18,5 74,0 uygun 93,5 93,5 uygun
5 27,4 109,6  uygun 109,3 109,3 uygun
6 28,8 1150 uygun 92,4 92,4 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 95,3
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Cizelge 4.33. IMG’nin dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) 568,493
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 312,666
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii

0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun

2 1156 1194 -38 -0,032 0,001 -3,3 uygun

2 1096 1194 -98 -0,082 0,007 -8,9 uygun

2 1079 1194 -115 -0,096 0,009 -10,6  uygun

5 2010 2132 -122 -0,057 0,003 -6,1 uygun

5 2182 2132 50 0,024 0,001 2,3 uygun

5 1806 2132 -326 -0,153 0,023 -18,0  uygun

10 3889 3695 194 0,052 0,003 5,0 uygun

10 3403 3695 -292 -0,079 0,006 -8,6 uygun

10 4333 3695 638 0,173 0,030 14,7 uygun

10 3224 3695 -471 -0,128 0,016 -14,6  uygun

25 7185 8385 -1200 -0,143 0,020 -16,7  uygun

25 8870 8385 485 0,058 0,003 55 uygun

25 9282 8385 897 0,107 0,011 9,7 uygun

50 17461 16202 1259 0,078 0,006 7,2 uygun

50 16937 16202 735 0,045 0,002 4,3 uygun

50 16195 16202 -7 0,000 0,000 0,0 uygun
100 28922 31835 -2913 -0,092 0,008 -10,1  uygun
100 33727 31835 1892 0,059 0,004 5,6 uygun

Toplam 0,154
Srr 0,09 <0,1 Kabul

4.1.12.6-hydroxynicotinic Acid (6HNA) Metabolitinin Verifikasyon Sonug¢lar:

LC-MS/MS’de 6HNA i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank drnege ait kromotogramlar
EK-12’de verilmistir. 6HNA verifikasyon g¢alismalar1 sonucunda LOD 24,30 pg/kg ve
LOQ ise 81,01 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %13,75 olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik c¢aligmalarindan elde edilen
sonuglar Cizelge 4.34°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.35’de verilmistir. Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.36 ve Sekil 4.12’de
gosterilmistir. Cizelge 4.34 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201

asmamustir. Geri kazanim orani ise ortalama %98,7 bulunarak, %70-120 araliginda yer
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almistir (Cizelge 4.35). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,998 olmustur (Sekil 4.12). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.34. 6HNA ’nin tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik ¢alismas1 sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin i¢i analizleri Sonuglar Farkl1 giin analizleri Sonuglar
Spike seviyesi Spike seviyesi
(ng/ke) (ng/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 252,8 900,7 1. glin 252,8 967,5
2. analiz 262,7 967,5 2. glin 254,7 985,6
3. analiz 2547 985,6 3. glin 264,3 1040,6
4. analiz 257,9 1013,0 4. giin 230,3 1038,6
5. analiz 257,8 954,4 5. giin 268,2 979,9
6. analiz 238,1 928,2 6. glin 229,1 957,4
Ortalama 254,01 958,24 Ortalama 249,91 994,90
Standart sapma 8,47 40,13 Standart sapma 16,67 35,95
RSD% 3,3 4,2 RSD% 6,7 3,6
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,038 RSDyool 0,54

Cizelge 4.35. 6HNA nin geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Geri Kazanim
Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg)  Gergeklik

250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (pg/kg) %R
1 2528 101,11 uygun 900,7 90,1 uygun
2 262,7 1051  uygun 967,5 96,8 uygun
3 254,7 1019 uygun 985,6 98,6 uygun
4 257,9 103,2 uygun 1013,0 101,3 uygun
5 257,8 103,1 uygun 954,4 95,4 uygun
6 238,1 95,3  uygun 928,2 92,8 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 98,7
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Sekil 4.12. 6HNA nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri

Cizelge 4.36. 6HNA nin dogrusallik ¢calismasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 1037,590
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 28,870

Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
50 2606 2481 125 0,050 0,003 4,8 uygun
50 2686 2481 205 0,083 0,007 7,6 uygun
50 2836 2481 355 0,143 0,020 12,5 uygun
100 4316 3925 391 0,100 0,010 9,1 uygun
100 4254 3925 329 0,084 0,007 7,7 uygun
100 4359 3925 434 0,111 0,012 10,0 uygun
250 8573 8255 318 0,039 0,001 3,7 uygun
250 8569 8255 314 0,038 0,001 3,7 uygun
250 8004 8255 -251 -0,030 0,001 -3,1 uygun
500 15639 15472 167 0,011 0,000 11 uygun
500 15508 15472 36 0,002 0,000 0,2 uygun
500 15800 15472 328 0,021 0,000 2,1 uygun
1000 30311 29907 404 0,014 0,000 13 uygun
1000 28623 29907 -1284 -0,043 0,002 -4,5 uygun
1000 27871 29907 -2036 -0,068 0,005 -7,3 uygun
2000 58326 58777 -451 -0,008 0,000 -0,8 uygun
2000 58494 58777 -283 -0,005 0,000 -0,5 uygun
2000 60714 58777 1937 0,033 0,001 3,2 uygun

Toplam 0,071

Srr 0,069 <0,1 Kabul

75



4.1.13. 6-chloronicotinic Acid (6CNA) Metabolitinin Verifikasyonu Sonuglar:

LC-MS/MS’de 6CNA i¢in elde edilen spike 6rnek ve blank 6rnege ait kromotogramlar
EK-13’de verilmistir. 6CNA verifikasyon ¢alismalari sonucunda LOD 53,61 pg/kg LOQ
ise 178,71 png/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %25,82 olarak
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen
sonuglar Cizelge 4.37°de ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.38’de verilmistir. Dogrusallik ¢calismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.39 ve Sekil 4.13°de
gosterilmistir. Cizelge 4.37 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201
agsmamigtir. Geri kazanim orani ise ortalama %99,3 bulunarak, %70-120 araliginda yer
almistir (Cizelge 4.38). Yedi farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon
degeri 0,998 olmustur (Sekil 4.13). Calismalardan elde edilen tiim bulgular SANTE/2019

kabul kriterlerine gore degerlendirilmis ve sonuglar uygun bulunmustur.

Cizelge 4.37. 6CNA’nin tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismasi sonuglar

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin ii Spike seviyesi Farkl giin Spike seviyesi
analizleri (ug/kg) analizleri (ng/kg)
250 1000 250 1000
1. analiz 248,6 925,1 1. giin 248,6 925,1
2. analiz 255,0 1028,1 2. giin 255,0 1028,1
3. analiz 266,6 935,7 3. giin 266,6  1007,5
4. analiz 269,6  1000,0 4. giin 263,3 987,8
5. analiz 232,7 864,0 5. glin 222,1 949,1
6. analiz 246,0 1087,2 6. glin 257,4 999,9
Ortalama 253,08 973,33 Ortalama 252,16 982,91
Standart sapma 13,75 80,45 Standart sapma 16,01 38,60
RSD% 54 8,3 RSD% 6,4 3,9
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,070 RSDpool 0,053
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Cizelge 4.38. 6CNA’nin geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Geri Kazanim

Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik  Spike seviyesi (ug/kg) Gergeklik
250 Kontrolii 1000 kontrolii
Tekrar Sonug (ng/kg) %R Sonug (ng/kg) %R
1 248,6 99,4  uygun 925,1 92,5 uygun
2 255,0 102,0  uygun 1028,1 102,8 uygun
3 266,6 106,6 uygun 935,7 93,6 uygun
4 269,6 107,8 uygun 1000,0 100,0 uygun
5 232,7 93,1 uygun 864,0 86,4 uygun
6 246,0 98,4  uygun 1087,2 108,7 uygun
Ortalama Geri Kazanim % 99,3
(alibrasyon Grafigi ~ ¥=545b-8Len % RESIDUEL (GORSEL DEGERLENDIRME)
R=0991
5!
g1 0
24 200
g x 150 ¢
< ! 100
<
g 5 ¢ !
s ! 50 4 8
0 a 00 - 3
w509 o o500 1000 1500 280 2500
0 ¢ -100
] 150 io .
S0 90 50 100 10 om0 20| 200
250
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Sekil 4.13. 6CNA’nin kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.39. 6CNA’nin dogrusallik ¢alismasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) -113,929
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 5,475

Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel

Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0,000 0,0 uygun
100 371 434 -63 -0,144 0,021 -16,9  uygun
100 383 434 -51 -0,117 0,014 -13,2 uygun
100 361 434 -73 -0,167 0,028 -20,1  uygun
250 1294 1255 39 0,031 0,001 3,0 uygun
250 1092 1255 -163 -0,130 0,017 -14,9  uygun
250 1164 1255 -91 -0,072 0,005 -7,8 uygun
500 2748 2623 125 0,047 0,002 4,5 uygun
500 2706 2623 83 0,031 0,001 3,1 uygun
500 3067 2623 444 0,169 0,029 14,5 uygun
1000 5291 5361 -70 -0,013 0,000 -1,3 uygun
1000 4547 5361 -814 -0,152 0,023 -17,9  uygun
1000 5768 5361 407 0,076 0,006 7,1 uygun
2000 11813 10835 978 0,090 0,008 8,3 uygun
2000 10229 10835 -606 -0,056 0,003 -5,9 uygun
2000 10576 10835 -259 -0,024 0,001 -2,5 uygun

Toplam 0,158

Srr 0,099 <0,1 Kabul

Tez galismasi kapsaminda 3 adet ana molekiil ve 10 adet metabolit olmak iizere toplam
13 adet etken maddenin analizi i¢in optimize edilen yontemin yapilan metot verifikasyon
calismalarindan elde edilen veriler toplu olarak Cizelge 4.40°da 6zetlenmistir. Elde edilen
sonuclara gore, ana molekiiller olarak CHL, DEL ve IMI i¢in LOD degerleri sirasiyla
28,4, 24,6 ve 24,05 ng/kg olarak bulunmustur. Diger taraftan TCP, DP, 3PBA, IMO ve
IMG i¢in LOD degerleri ana molekiillerinin dahi altinda (2,76-5,05 pg/kg) bulunmustur.
Ancak, CO ve 6CNA matabolitlerinin LOD degerleri digerlerine gore yiiksek (sirasiyla
41,29 ve 53,61 pg/kg) bulunmustur.
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Cizelge 4.40. Pestisit metodu verifikasyon sonuglari

_ =
> # s £ 3
® % s = s = B =
Bilesik & & < = S 8 T 8=
! Et ER 5 2 g S =4 E
s g B 22§ Eq E2 3
! 3 AZ S& &2 R &s ©
CHL 284 9468 50- 0998 250 1092 55 14 16,95
2000 1000 1008 50 54
TCP 296 987 10- 0998 25 %4 53 111 2179
500 250 1012 54 7.1
DP 337 11,23 5250 0986 25 1088 59 67 20,40
100 975 46 98
DTP 177 5901 50- 0997 250 980 46 101 27,39
2000 1000 946 70 108
co 4129 137,63 25- 0989 100 951 149 92 30,9
1000 500 101,390 80
DEL 246 8201 50- 0997 250 1061 76 38 17,63
2000 1000 1006 64 7.9
3PBA 276 919 10- 0999 25 1039 12 102 1820
500 250 1006 1,0 40
AHPBA 11,89 39,63 50- 0998 100 937 83 107 23,69
2000 500 982 42 69
IMI 2405 8018 50- 0999 250 1001 60 117 24,37
2000 1000 989 62 84
IMO 505 1684 25- 0996 50 91,8 23 59 1540
1000 250 1026 53 63
IMG 317 1055 2-100 099 10 953 154 80 37,07
100 939 120 137
6HNA 243 8101 50- 0998 250 1016 33 67 13,75
2000 1000 987 42 36
6CNA 5361 17871 100- 0991 250 1012 54 64 2582
2000 1000 97,3 83 39

Ana molekiillerin (CHL, DEL ve IMI) LOQ degerleri sirasiyla 94,68, 82,01 ve 80,18
ng/kg olarak bulunmustur. TCP, DP, 3PBA, IMO ve IMG gibi metabolitler i¢in ana
molekiillerinin altinda LOQ degerleri (9,19-16,84 pg/kg) saptanmistir Diger taraftan, CO
ve 6CNA matabolitlerinin LOQ degerleri daha yiiksek (sirasiyla 137,63 ve 178,71 ng/kg)

bulunmustur. Tiim insektisitlerin ve metabolitlerinin standart egrilerinin R? degerleri

0,991 ila 0,999 arasinda yer alarak SANTE/2019’a uygun bulunmustur. Bu analitlerin

geri kazanimlar ise %91,8 ila 109,2 arasinda bulunmus olup, SANTE/2019 rehberinin

%70-120 araligina uygun bulunmustur. Kesinlik parametrelerinden tekrarlanabilirlik’in
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RSD’si %1 ila 15,4 arasinda bulunmustur. En yiiksek %RSD degerleri CO (%14,9) ve
IMG (%15,4)’nin diisiik konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Diger kesinlik
parametrelerinden tekrariiretilebilirlik’in RSD’si %1,4 ila 13,7 arasinda bulunmustur. En
yiiksek %RSD degerleri TCP (%11,1), DTP (%10,8), 3PBA (%10,2), 4HPBA (%10,7),
IMI (%11,7) ve IMG (%13,7)’nin degisen konsantrasyonlarinda belirlenmistir.

4.2. Organik Asit Metot Verifikasyonu Sonugclar:
4.2.1. Asetik Asit Verifikasyon Sonuglari

Asetik asit metot verifikasyonu g¢aligsmalar1 sonucunda LOD 36,69 pg/kg ve LOQ ise
122,30 pg/kg olarak bulunmustur. Ol¢iim belirsizligi ise %13,29 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.41’de verilmistir. Dogrusallik ¢aligmasina ait sonuglar ise Cizelge 4.42 ve Sekil 4.14°de
gosterilmistir. Cizelge 4.41 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %20’yi
asmamustir. Bes farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon degeri 0,999

olmustur (Sekil 4.14).

Kalibrasyon Grafigi Vzoé}?%";’;gm % Residuel (Grsel Degerlendirme)
0,040 '
(=]
2 0,035
(=]
:'go,oao 6,0 .
40

20055 . . R
=0,020 T o * ¢
> 300 ¢—— +

0015 I

o0t 820 500 1000 1500 2000 2500

: ® .40

0005 50 .

0,000 80

0 500 000 1500 2000 2500
Konsantrasyon xi (konsantrasyon)

Sekil 4.14. Asetik asit kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri
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Cizelge 4.41. Asetik asit tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Giin ici Sonuglar Farkl1 giin analizleri Sonuglar
analizleri Spike seviyesi Spike seviyesi
(ng/kg) (ng/kg)
500 1000 500 1000
1. analiz 556,9 982,1 1. giin 556,9 982,1
2. analiz 557,2 984,4 2. giin 557,2 984,4
3. analiz 560,4 990,5 3. giin 512,7 1020,8
4. analiz 512,7 1020,8 4. glin 5185 1022,6
5. analiz 5185 1022,6 5. giin 496,8 1025,0
6. analiz 536,6 1026,8 6. giin 496,8 10157
Ortalama 540,36 1004,55 Ortalama 523,13 1008,46
Standart sapma 21,07 20,94 Standart sapma 27,65 19,76
RSD% 39 2,0 RSD% 53 2,0
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontrolii
RSDpool 0,031 RSDpool 0,040

Cizelge 4.42. Asetik asit dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 3,760
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 0,163
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0 0 uygun
250 44,331 45 -0,192 -0,004 0,000 -0,4 uygun
250 46,202 45 1,679 0,038 0,001 3,6 uygun
250 44,940 45 0,417 0,009 0,000 0,9 uygun
500 85,563 85 0,278 0,003 0,000 0,3 uygun
500 85,643 85 0,358 0,004 0,000 0,4 uygun
500 89,715 85 4,430 0,052 0,003 4,9 uygun
1000 157,774 167 -9,037 -0,054 0,003 -5,7 uygun
1000 167,162 167 0,352 0,002 0,000 0,2 uygun
1000 172,084 167 5,274 0,032 0,001 3,1 uygun
2000 322,552 330 -7,310 -0,022 0,000 -2,3 uygun
2000 333,610 330 3,748 0,011 0,000 11 uygun
2000 333,624 330 3,763 0,011 0,000 11 uygun
Toplam 0,082
Srr 0,087 <0,1 Kabul
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4.2.2.Laktik Asit Verifikasyon Sonuclar:

Laktik asit metot verifikasyonu g¢alismalari sonucunda LOD 37,23 pg/kg ve LOQ ise
124,10 pg/kg olarak bulunmustur. Olgiim belirsizligi ise %19,03 olarak hesaplanmustir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge
4.43’de verilmistir. Dogrusallik calismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.44 ve Sekil 4.15°de
gosterilmistir. Cizelge 4.43 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %201
asmamuistir. Bes farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon degeri 0,994

olmustur (Sekil 4.15).

Cizelge 4.43. Laktik asit tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismasi sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin igi Spike seviyesi Farkli giin Spike seviyesi
analizleri (ug/kg) analizleri (ng/kg)
500 1000 500 1000
1. analiz 516,1 958,7 1. glin 516,1 958,7
2. analiz 518,2 943,7 2. glin 518,2 943,7
3. analiz 510,8 934,8 3. glin 457,4 949,7
4. analiz 457,4 949,7 4. glin 465,6 949,1
5. analiz 465,6 949,1 5. giin 510,9 10144
6. analiz 480,2 955,0 6. giin 509,3 1013,8
Ortalama 491,37 948,49 Ortalama 496,25 971,55
Standart sapma 27,03 8,46 Standart sapma 27,25 33,29
RSD 55 0,9 RSD% 55 3,4
Tekrarlanabilirlik uygun uygun  Tekrariiretilebilirlik uygun  uygun
kontrolii kontroli
RSDpool 0,039 RSDyool 0,046
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Kalibrasyon Grafigi y=0,158x-2,320 % Residuel (Gorsel Degerlendirme)
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Sekil 4.15. Laktik asit kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri

Cizelge 4.44. Laktik asit dogrusallik caligsmasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) -2,320
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 0,158
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0 0 uygun
250 38,359 37 1,208 0,033 0,001 3,2 uygun
250 40,332 37 3,181 0,086 0,007 7,9 uygun
250 36,612 37 -0,538 -0,014 0,000 -1,5 uygun
500 75,729 77 -0,893 -0,012 0,000 -1,2 uygun
500 78,297 77 1,676 0,022 0,000 2,1 uygun
500 75,590 77 -1,031 -0,013 0,000 -1,4 uygun
1000 146,166 156 -9,398 -0,060 0,004 -6,4 uygun
1000 159,772 156 4,208 0,027 0,001 2,6 uygun
1000 149,745 156 -5,819 -0,037 0,001 -3,9 uygun
2000 318,214 313 4,767 0,015 0,000 1,5 uygun
2000 333,610 313 20,163 0,064 0,004 6,0 uygun
2000 293,601 313 -19,845 -0,063 0,004 -6,8 uygun
Toplam 0,046
Srr 0,065 <0,1 Kabul

4.2.3.Biitirik Asit Verifikasyon Sonuclar:

Biitirik asit metot verifikasyonu calismalar1 sonucunda LOD 36,31 pg/kg ve LOQ ise
121,02 pg/kg olarak bulunmustur. Olciim belirsizligi ise %15,58 olarak hesaplanmistr.
Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik calismalarindan elde edilen sonuglar Cizelge

4.45de verilmistir. Dogrusallik ¢alismasina ait sonuglar ise Cizelge 4.46 ve Sekil 4.16’da
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gosterilmistir. Cizelge 4.45 incelenecek olursa iki farkli konsantrasyon seviyesinden elde
edilen tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin RSD degerleri %20’
asmamuistir. Bes farkli konsantrasyonla ¢izilen kalibrasyon egirisi regresyon degeri 0,998

olmustur (Sekil 4.16).

Cizelge 4.45. Biitirik asit tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmas1 sonuglari

Tekrarlanabilirlik Tekrariiretilebilirlik
Sonuglar Sonuglar
Giin i¢i Spike seviyesi Farkli giin Spike seviyesi
analizleri (ug/kg) analizleri (ug/kg)
500 1000 500 1000
1. analiz 5455  1028,2 1. glin 545,5 1028,2
2. analiz 489,6  1035,3 2. glin 489,6 1035,3
3. analiz 554,1  1006,4 3. glin 498,1 991,3
4. analiz 498,1 991,3 4. glin 499,2 1009,1
5. analiz 499,2  1009,1 5. glin 547,6 1025,9
6. analiz 491,5 988,4 6. glin 563,8 1098,2
Ortalama 513,01 1009,77 Ortalama 523,97 1031,32
Standart sapma 28,89 18,97 Standart sapma 31,85 36,39
RSD 5,6 19 RSD 6,1 3,5
Tekrarlanabilirlik uygun  uygun  Tekrariretilebilirli ~ uygun uygun
kontrolii k kontrolii
RSDpool 0,042 RSDpool 0,050
Kalibrasyon Grafigi VOR}S%XQJ’QOSSGZ % Residuel (Gorsel Degerlendirme)
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Sekil 4.16. Biitirik asit kalibrasyon ve residuel degerlendirme grafikleri.
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Cizelge 4.46. Biitirik asit dogrusallik ¢alismasi sonuglari

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktas1) 0,862
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) 0,155
Yi, Residuel= Fark/ (Fark/ % Residuel
Xi (kons) Yi (Alan) Hesap-lanan Yi-Yi,hesaplanan Hesaplanan Hesaplanan)? Residuel kontrolii
0 0 0 0 0 0 0 uygun
250 39,550 40 -0,051 -0,001 0,000 -0,1 uygun
250 39,103 40 -0,498 -0,013 0,000 -1,3 uygun
250 39,807 40 0,206 0,005 0,000 0,5 uygun
500 86,420 78 8,080 0,103 0,011 9,3 uygun
500 77,588 78 -0,752 -0,010 0,000 -1,0 uygun
500 71,088 78 -7,252 -0,093 0,009 -10,2  uygun
1000 162,050 156 6,231 0,040 0,002 3,8 uygun
1000 156,027 156 0,208 0,001 0,000 0,1 uygun
1000 151,588 156 -4,231 -0,027 0,001 -2,8 uygun
2000 317,120 311 6,344 0,020 0,000 2,0 uygun
2000 309,718 311 -1,058 -0,003 0,000 -0,3 uygun
2000 304,410 311 -6,366 -0,020 0,000 -2,1 uygun
Toplam 0,003
Srr 0,017 <0,1 Kabul

Calisma kapsaminda laktik asit, asetik asit ve biitirik asitin silaj 0rneklerindeki miktarinin
belirlenmesi i¢i optimize edilmis olan yontemin verifikasyon c¢alismalarinda elde edilen
toplu sonuglar Cizelge 4.47°de verilmistir. Verifikasyonu yapilan bu 3 kimyasalin LOD
degerleri 36,31 ila 37,23 arasinda degisirken; LOQ degerleri 121,02 ila 124,10 arasinda
bulunmustur. Standart egrilerin R? degerleri 0,994 ila 0,999 arasinda belirlenmistir.
Kesinlik parametrelerinden tekrarlanabilirlik %RSD degeri %1,9-5,6 arasinda

bulunurken; tekrartiretilebilirlik’in % RSD degeri % 2,0 ila 6,1 arasinda saptanmustir.
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Cizelge 4.47. Organik asit metot verifikasyonu sonuglari

Etken

_ = =
Madde x £ £ & X
= -
s & 2% . £F 3% 25 Zg
2 3 A2 4 OCn F< =< O
Asetik 36,69 122,30 250-2000 0,999 250 3,9 53 13,29
Asit 500 2,0 2,0
Laktik 37,23 124,10 250-2000 0,994 250 55 55 19,03
Asit 500 0,9 3,4
Biitirik 36,31 121,02 250-2000 0,998 250 5,6 6,1 15,58
Asit 500 19 3,5

4.3. Kuru Madde Miktar1 Analizi Sonuglari

Deneme siiresince kurutulmaya birakilmig olan (kontrol grubu) misir 6rneklerinde
yapilan kuru madde miktar1 analizlerinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.48’de
verilmistir. Ornekleme giinlerinde yapilan kuru madde analizlerine gére kuru madde
orant %32,2’den %87,5’a kadar yiikselmistir. Bu sonu¢ orneklerde su kaybi oldugunu
gostermis olup, bu oranlar pesitisit kalinitis1 miktarlarinin deneme giinlerine gore

diizeltilmesi i¢in kullanilmustir.

Cizelge 4.48. Kuru madde miktarlari

Ornekleme Giinleri Kuru Madde (%)
0 32,2
2 42,2
5 57,7
10 84,4
20 86,4
45 86,5
90 87,0
200 87,5

4.4. Asitlik Analizi Sonuclarn

Deneme calismasinda yapilan silajlarin olgunlasma siireclerinin izlenmesi amaciyla

ornekleme giinlerinde agilan her bir kavanozun pH analizi de yapilmistir. Asitlik
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Olctimlerinden elde edilen ortalama sonuglar Cizelge 4.49 ve Sekil 4.17°de verilmistir.
Misir hasilinin silaj yapilmasindan hemen o6nce yapilan dl¢iimde pH degerinin her bir
deneme grubunda 4,80 ila 4,90 arasinda degistigi belirlenmistir. Silaj yapimindan 2 giin
sonra pH degeri tiim uygulama gruplarinda ve kontrolde hizlica 4’{in altina (3,92-3,94)
diismiistiir. Sonraki 6rnekleme giinlerinde pH seviyelerinin 3,7 ile 3,9 arasinda seyrettigi
tespit edilmistir. Kontrol grubu ile uygulama yapilan gruplarin pH degerleri istatistiki
olarak degerlendirildiginde sonuglar arasinda 6nemli farklilik bulunmadigi goriilmektedir

(F33=0,044; P>0,05).

Cizelge 4.49. Farkli zamanlarda alinan silaj 6rneklerinde 6lgiilen pH degerleri

Ornekleme CHL DEL IMI KONTROL
Doénemi

(giin)
0 480 + 002 48 <+ 002 49 =+ 002 49 <+ 0,02
2 392 + 001 394 + 002 393 + 000 391 =+ 0,02
5 385 + 001 384 + 003 387 =+ 003 38 =+ 0,02
10 386 + 003 383 + 004 38 =+ 004 387 =+ 0,03
20 3,76 + 002 378 + 000 378 + 003 376 =+ 0,04
45 373 £ 003 376 + 001 376 + 002 370 =+ 0,08
90 387 + 002 386 <+ 001 384 + 001 388 =+ 0,04
200 3,77 = 002 378 <+ 002 379 += 002 372 =+ 0,02

pH Degerleri
-
4,00 ) Igr:lijtl:ljzcloprid
3.80 e — e ———— :ro:;lrjol
T T Geekemedunen

Sekil 4.17. Silaj 6rnekleri pH degerlerindeki degisim
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4.5. Silaj Orneklerinde Pestisit Kalint1 Analizi Sonuglar

Tiim 6rnekleme donemlerinde pestisit bulastirilmis silaj ve kurutma 6rnekleri ile birlikte
pestisit bulastirilmamis olan silaj ve kurutma 6rnekleri de kontrol grubu olarak es zamanl
olarak analize alinmistir. Deneme siiresinde tiim 6rnekleme donemlerinde yapilan kontrol
grubu analizlerinde higbir pestisit veya metabolit kalintisi tespit edilmemistir. Denemede
kullanilan 3 pestisit ve metabolitlerinin analizlerinden elde edilen bulgular asagida

verilmistir.

4.5.1.Chlorpyrifos ve Metabolitlerinin Analiz Sonuclar:

Denemenin basinda silaj yapimi asamasinda parcalanmis olan misir hasilina 17,2 mg/kg
konsantrasyonunda chlorpyrifos uygulanmistir. Chlorpyrifos grubu 6rneklerinden elde
edilen ana molekiile ait her 6rnekleme doneminin ortalama analiz sonuclar1 Cizelge
4.50°de verilmistir. Elde edilen analiz bulgulara gore silaj 6rneklerindeki pestisit miktar1
ilk giin sonuglarina gore 200. giin drneklerinde %46 oraninda azalma gosterirken bu
azalma kurutma Orneklerinde (kontrol) %67 olarak gerceklesmistir. Bu duruma gore
misira bulastirilan chlorpyrifos miktarinin silaj yapilmas: durumunda kurutmaya gore
daha az azaldig1 goriilmektedir. Sekil 4.18’de 6rnekleme giinlerine gore silaj ve kurutma
orneklerinde tespit edilen chlorpyrifos miktarindaki degisim grafiksel olarak ortaya
konmustur. Elde edilen bulgulara gére kurutma uygulamasinda tespit edilen CHL kalint1
miktarlar1, silaj uygulamasina gore istatistiki anlamda daha yiiksek bulunmustur
(F11=4,69; P<0,05). Farkli zamanlarda yapilan analizlerinde tespit edilen CHL
miktarlarinda 6nemli diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (F77=19,49; P<0,01). En
yiksek CHL konsantrasyonu 0. giin Orneklerinde tespit edilmistir. En diisik CHL

konsantrasyonu ise kurutma uygulamasinin 200. giiniinde belirlenmistir.
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Cizelge 4.50. Silaj ve kurutma orneklerinde CHL kalint1 analizi sonuglari

CHL
Zaman Silaj 6rnegi Kurutma 6rnegi
(giin) Kalint1 Miktar1 Azalma Kalint1 Miktar1 Azalma
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
0 15,96 + 0,872 0 15,96 + 0,872 0
2 6,55 + 1,449F 59 12,68 + 0,61° 21
5 749 + 2269f 53 11,57 + 0,85 27
10 6,76 + 0,72¢%f 58 9,25 + 1,03 42
20 7,77 + 1,119f 51 8,00 + 0,429 50
45 8,81 + 0,29°¢°¢ 45 6,32 + 0,24°¢ 60
90 8,38 + 0,71% 47 5,99 + 0,29°¢f 62
200 8,67 + 0,820 46 5,31 + 0,09f 67

Chlorpyrifos

18,00
Kurutma

Silaj

16,00

o %\
12,00

&
—
R
(=15
= 10,00
8
% 8,00 —
=
= \/\_/\
= 5,00 O —
4,00
2,00
0,00
4] 2 5 10 20 45 Q0 200

Ornekleme Gunleri

Sekil 4.18. Silaj ve kurutma orneklerinde CHL kalinti miktarindaki degisim

Calismada herbir 6rnekleme giiniinde CHL nin metabolitlerinden CO, TCP, DP ve DTP
de kalint1 durumlar1 izlenmistir. CO metaboliti 0. giin analizlerinde 0,012 mg/kg tespit
edilmis, bu miktar 2.giin silaj 6rneklerinde ise 0,002 mg/kg diismiis ve daha sonra tespit
edilememistir. Bu nedenle CO sonuglari grafik ve ¢izelge olarak gdsterilmemistir. Diger
taraftan DP ve DTP metabolitleri ise deneme siirecinde diisiik miktarlarda tespit
edilebilmistir (Cizelge 4.51). Bu iki metabolitin kalinti miktarlarindaki degisim Sekil

4.19'da gosterilmistir. DP kalint1 miktarlar1 kurutma 6rneklerinde silaj 6rneklerine gore
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yiksek bulunmustur (F11:=290,21; P<0,01). Farkli Ornekleme zamanlarindaki
Diethylphosphate miktarlarinda 6nemli diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (F7,7=68,01;
P<0.01). En yiikksek DP konsantrasyonu kurutma orneklerinin 200. giiniinde
belirlenirken; en diisiik konsantrasyon silaj 5. giin orneklerinde belirlenmistir. Silaj
orneklerinde DTP tespit edilemezken; en yliksek DTP konsantrasyonu kurutma

orneklerinin 90. giiniinde bulunmustur (F77=218,92; P<0.01).

Cizelge 4.51. Silaj ve kurutma 6rneklerinde DP ve DTP kalint1 analiz sonuglari

DP Kalint1 Miktari DTP Kalint1 Miktari
Zaman (mg/kg) (mg/kg)
(giin) Silaj 6rnegi Kurutma 6rnegi  Silaj 6rnegi  Kurutma 6rnegi

0 TE T.E. TE. TE

2 T.E. T.E. TE. TE

5 0,005 + 0,0002" T.E. TE. TE

10 0,007 + 0,00109" 0,020 + 0,0003% TE. 009 + 0,0091°
20 0,012 + 0,0031™" 0,025 + 0,0029 < TE. 0114 + 0,0035°
45 0,018 + 0,0030%f 0,029 + 0,0060 ¢ TE. 0100 + 0,0118°
90 0,024 + 0,0065% 0,044 + 0,0015° TE. 0130 + 0,0116°
200 0,013 + 0,0020%9 0,064 + 0,00182 TE. 0107 + 0,0019°

*: Tespit edilemedi.

Diethylphosphate ve Diethylphosphate

—Diethylphosphate — Diethylphosphate Diethylthioph osphate = Diethylthiophosphate
Silaj Kurutma Silaj Kurutma
0,140
0,120 /N
[=11]
;“ 0,100
=
=
3 0,080
< /
=
Z 0,060 -
L
v 0,040 / /’__—/
0.020 ——
0 M -"""-..‘_'
Q 2 5 10 20 45 90 200

Ornekleme Giinleri

Sekil 4.19. Silaj ve kurutma 6rneklerinde DP ve DTP kalinti miktarindaki degisim
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Calismada TCP metaboliti diger metabolitlere kiyasla daha yiiksek miktarlarda tespit
edilmistir (Cizelge 4.52). Kurutma ve silaj 6rneklerinde TCP kalintilarina ait degisim
Sekil 4.20°de yer almaktadir. TCP miktarlar1 kurutma 6rneklerinde silaj 6rneklerine gore
yiiksek bulunmustur (F11=3303,47; P<0,01). Ayrica, farklt 6rnekleme zamanlarindaki
TCP miktarlarinda da 6nemli diizeyde farkliliklar tespit edilmistir (F7,7=120,26; P<0,01).
Analiz sonuglarina gore en yiiksek TCP konsantrasyonu kurutma 6rneklerinde 90. ve 200.
giinlerde saptanirken; en diisik TCP konsantrasyonu silaj 6rneklerinin 10. giiniinde

bulunmustur.

Cizelge 4.52. Silaj ve kurutma 6rneklerinde TCP kalint1 analiz sonuglari

Zaman TCP
(glin) Silaj 6rnegi Kurutma 6rnegi
Kalint1 Miktart (mg/kg) Kalint1 Miktart (mg/kg)
0 0,193 + 0,007¢ 0,193 =+ 0,007¢
2 0,108 + 0,033% 0,292 + 0,003°¢
5 0,110 + 0,026% 0,731 + 0,012°
10 0,099 + 0,016° 0,692 =+ 0,040°
20 0,119 <+ 0,009¢% 0,708 =+ 0,042°
45 0,149 + 0,015% 0,673 =+ 0,077°
90 0,179 + 0,022¢% 0,974 + 0,044%
200 0,178 + 0,019% 0,895 + 0,008%
TCP
1,20
—5ilaj —Kurutma
—_ 1,00
Bl
g om0 e —
g 0,60 /
g 0,40
0,20 \ —
0,00 : : . .
0 2 5 10 20 45 S0 200

Ormekleme Giinleri

Sekil 4.20. Silaj ve kurutma orneklerinde TCP kalinti miktarindaki degisim
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4.5.2. Deltamethrin ve Metabolitlerinin Analiz Sonuclar:

Misir hasilina uygulanan DEL konsantrasyonu 2,5 mg/kg olmustur. Deneme boyunca
yapilan analizlerde kurutma ve silaj 6rneklerinden elde edilen DEL sonuglar1 Cizelge
4.53 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir. DEL kalint1 analizlerinden elde edilen bulgulara gére
200 giinliik deneme sonunda silaj orneklerinde %44 oraninda azalma gerceklesmistir.
Kurutma oOrneklerinde ise DEL kalintisinda azalma orani %53 olmustur. DEL kalinti
miktarlar1 kurutma 6rneklerinde silaj 6rneklerine gore yiiksek bulunmustur (F1,1=13,58;
P<0,05). Farkli 6rnekleme zamanlarindaki DEL kalint1 miktarlar1 arasindaki fark
istatistiksel acidan oOnemli bulunmustur (F77=4,5; P<0.01). En yiksek DEL
konsantrasyonlari kurutma ve silaj 6rneklerinin 0 ve 2. giinlerinde en diigiik deger ise 200.

giinde alinan kurutma 6rneklerinde bulunmustur.

Deneme siiresince yapilan analizlerde hi¢bir 6rnekte 4HPBA tespit edilememistir. Diger
bir metabolit olan 3PBA ise yalnizca kurutma orneklerinde diisiik miktarda tespit
edilmistir. DEL metaboliti 3PBA’nin kurutma ve silaj 6rneklerindeki kalinti sonuglar
Cizelge 4.54 ve Sekil 4.22°de gosterilmistir. Farkli zamanlarda tespit edilen 3PBA
miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (F77=274,67; P<0.01).
En yiiksek 3PBA konsantrasyonlar1 kurutma 6rneklerinde 200. giinde en diisiik deger ise
20. giinde tespit edilmistir.

Cizelge 4.53. Silaj ve kurutma 6rneklerinde DEL kalint1 analiz sonuglari

DEL
Zaman Silaj 6rnekleri Kurutma 6rnekleri

(giin) Kalint1 Miktar1 Azalma Kalint1 Miktar1 Azalma

(mg/kg) (%) (mg/kg) (%)

2,609+ 0,086? 0 2,609+ 0,086% 0

2 2,361+ 0,1132° 10 2,703+ 0,077% 4

5 1,946+ 0,090 25 2,353+ 0,336 10

10 1,853+ 0,094 ¢ 29 1,744+ 0,245 ¢ 33

20 1,388+ 0,212¢f 47 1,655+ 0,150¢F 37

45 1,202+ 0,072F 54 1,782+ 0,180 ¢ 32

90 1,318+ 0,242° 49 1,503+ 0,173¢f 42

200 1,448+ 0,114¢f 45 1,176+ 0,017F 55
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Sekil 4.21. Silaj ve kurutma orneklerinde DEL kalinti miktarindaki degisim

Cizelge 4.54. Silaj ve kurutma orneklerinde 3PBA kalint1 analiz sonuglari

3PBA

Silaj 6rnekleri Kurutma 6rnekleri
Zaman Kalint1 Miktari Kalint1 Miktari

(giin) (mg/kg) (mg/kg)
0 T.E. 0,000 + 0,000
2 T.E. 0,040 + 0,005¢
5 T.E. 0,062 + 0,008°¢
10 T.E. 0,038 + 0,008¢
20 T.E. 0,034 + 0,006¢
45 T.E. 0,037 + 0,004°¢
90 T.E. 0,209 + 0,023°
200 T.E. 0,259 + 0,007°2
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3-Phenoxybenzoic acid
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Sekil 4.22. Silaj ve kurutma orneklerinde 3PBA kalinti miktarindaki degisim

4.5.3. Imidacloprid ve Metabolitlerinin Analiz Sonuglari

Misir hasilina uygulanan IMI konsantrasyonu 3,5 mg/kg olmustur. Deneme boyunca
yapilan analizlerde kurutma ve silaj 6rneklerinden elde edilen IMI sonuglar Cizelge 4.54
ve Sekil 4.23’de gosterilmistir IMI kalintt miktarinda elde edilen bulgulara gore silaj
orneklerinde 200 giin sonunda IMI miktarinda % 30 azalma olurken bu azalma kurutma
orneklerinde % 61 diizeyinde olmustur. Tespit edilen IMI kalintilar1 silaj ve kurutma
orneklerinde istatistiksel agidan farkli bulunmustur (F11=143,82; P<0.01). Ayrica, farkli
zamanlarda yapilan Orneklemelerde tespit edilen IMI miktarlari arasindaki fark da
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (F77=5,36; P<0.01). Silaj o6rneklerindeki IMI
miktarlari arasinda 6nemli diizeyde fark bulunmazken kurutma 6rneklerinde baslangig ile

sonraki gilinlerde tespit edilen IMI kalinti miktarlar1 6nemli diizeyde farkli bulunmustur.
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Cizelge 4.55. Silaj ve kurutma orneklerinde IMI kalint1 analiz sonuglari

IMI
Zaman Silaj 6rnekleri Kurutma 6rnekleri
(giin) Kalint1 Miktar1 Azalma Kalint1 Miktar1 Azalma
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
0 3,891 + 0,283°2 0 3891 + 0,283° 0
2 3916 + 0,704°2 1 2504 + 0,282°¢f 36
5 3,888 + 0,4372 0 2,669 + 0,001P 31
10 3,062 + 0,614°%°C 21 1,749 + 0,0469f 55
20 3,176 + 0,3652°¢ 18 1,778 + 0,1009f 54
45 3632 + 0,619% 7 1,629 + 0,701°¢ 58
90 2,800 + 0,436%¢ 26 1533 + 0,100 61
200 2,733 + 0,166 30 1,501 + 0,015F 61
Imidacloprid
450
4,00 — Silaj e L LT
3,50 \

N\ A~
oo b\ N—
zlsu \"‘—\ —
2100 \

Kalints Miktar: (mg/'kg)

T T T
0 2 5 10 0 45 90 200
Ommekleme Giinleri

Sekil 4.23. Silaj ve kurutma 6rneklerinde IMI kalinti miktarindaki degisim.

Deneme boyunca yapilan analizlerde 6CNA, IMG ve 6CNA metabolitleri hicbir 6rnekte
tespit edilememistir. IMO ise ¢ok az sayida kurutma oOrneginde oldukg¢a diisiik
konsantrasyonlarda tespit edilebilmistir. Silaj 6rneklerinde ilk giin disinda IMO kalintist
tespit edilmemistir. IMO kalintilarina ait veriler Cizelge 4.56 ve Sekil 4.24’de
gosterilmistir. Farkli zamanlarda alinan kurutma 6rneklerinde tespit edilen IMO kalinti

miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (F77=49,18; P<0.01).
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Cizelge 4.56. Silaj ve kurutma 6rneklerinde IMO kalint1 analiz sonuglari

IMO
Silaj 6rnekleri Kurutma 6rnekleri
Zaman Kalint1 Miktari Kalint1 Miktari
(giin) (mg/kg) (mg/kg)
0 0,006+0,001 0,006 + 0,001°
2 T.E. 0,006 =+ 0,002 %
5 T.E. 0,013 + 0,000
10 T.E. 0,000 + 0,001°¢
20 T.E. 0,008 + 0,001¢
45 T.E. 0,010 + 0,001
90 T.E. 0,008 + 0,001°¢
200 T.E. 0,012 + 0,0012

Imidacloprid olefin
0,014

— Silay K umtma
0,012

/\
0,010 / \ /
0,008
0,006 —/
0,004 T,

0,002 \\
0,000

Kalint1 Miktan {mg/kg)

=]
[X]

5 10 20 45 a0 200

Ornekleme Ginleri

Sekil 4.24. Silaj ve kurutma orneklerinde IMO kalinti miktarindaki degisim.

4.6. Organik Asit Analiz Sonuclari

Caligmada yapilan silajlarin olgunlagma ve olas1 bozulma durumlarinin takip edilebilmesi
amactyla tiim ornekleme donemlerinde laktik asit, asetik asit ve biitirik asit analizleri
yapilmistir. Deneme calismalar1 kapsaminda ac¢ilan her silaj 6rnegi kavanozundan iki
paralel olarak organik asit analizi gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde hi¢bir 6rnekte

tespit edilebilir diizeyde (6l¢iim limiti 120 mg/L) biitirik asite rastlanmamaistir. Bununla
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birlikte drneklerin tiimiinde deneme siiresince degisen miktarlarda laktik asit ve asetik
asit tespit edilmistir. Laktik asit miktarlari tiim deneme gruplarinda 2. 6rnekleme giiniinde
yaklasik %1,5 seviyesine ulasmis 5. drnekleme giiniinde ise % 2 seviyesini gecerek
deneme siiresinde bu degerin lizerinde seyretmistir. Asetik asit miktarlari ise tim deneme
gruplarinda 200 giinlik c¢alisma boyunca %0,5 ile %]l arasindaki seviyelerde
bulunmustur. Ug farkli insektisit uygulanan deneme gruplar1 ve insektisit uygulanmayan
kontrol grubu 6rneklerinde tespit edilen laktik asit miktarlar1 (Fs3=0,273 P>0,05) ve
asetik asit miktarlar1 (F33=1,6628 P>0,05) arasinda istatistiksel agidan Gnemli bir
farklilik bulunmamigtir. Diger bir ifadeyle silajlara pestisitlerin bulastirilmis olmasi
organik asit olusumunu etkilememistir. CHL uygulanan silaj 6rneklerindeki laktik asit ve

asetik asit analiz sonuglar1 ve bu sonuglarin zamana kars1 degisimleri Sekil 4.25°de

goriilmektedir.
Chlorpyrifos 2,50
G Laktik Asit Asetik Asit
L1
% % 2,00
0 0,19+0,02 0,43 +£0,03 Laktik
asit %
2 1,57+0,06 0,91 £0,06 1,50
5 213%007  0.84%0.03 poetk
1,00
10 227x0.,07 0.54 £0,03
20 2.14%0.15 1,05 £0.13 0,50
45 233+0,09 0,52 +0,01
90 2.10+0,05 0,44 +0,05 0,00
0 2 5 10 20 45 a0 200
200 2,08%£0,05 0,52 20,06 Giin

Sekil 4.25. CHL uygulanan silaj 6rneklerindeki organik asit miktar1 degisimi.

DEL uygulanan silaj orneklerindeki laktik asit ve asetik asit analiz sonuglari ve bu

sonuclarin zamana kars1 degisimleri Sekil 4.26°de goriilmektedir.
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Deltamethrin
Giin Laktik Asit Asetik Asit
% %
0 0,04 * 0,00 0.35 = 0,01
2 1,51 * 0.08 0.88 * 0,01
5 2,14 * 0,08 0.87 * 0,01
10 2,14 £ 0,12 0,56 * 0,05
20 2,05 £ 0,03 1,00 £ 0,04
45 233 £ 0,09 0,53 £ 0,01
90 221 £ 0,04 048 £ 0,02
200 2,05 £ 0,01 0,56 £ 0,01

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Laktik
asit %

Asetik
aslt %

10
Gin

20

45

90

200

Sekil 4.26. DEL uygulanan silaj 6rneklerindeki organik asit miktar1 degisimi.

Imidacloprid grubu 6rneklerinin laktik asit ve asetik asit analiz sonuglari ve bu sonuglarin

zamana kars1 degisimleri Sekil 4.27°de goriilmektedir.

Imidacloprid
Giin Laktik Asit Asetik Asit
% %
0 032 % 0,01 0.46 % 0,02
2 147 £ 0,04 0,95 % 0,03
5 2,09 * 0,07 0,98 * 0,09
10 2,16 £ 0,12 0,56 £ 0,03
20 2,12 * 0,08 1,10 = 0,04
45 227 % 0,06 0,54 % 0,02
90 2,21 % 0,05 0,48 * 0,03
200 2,12 £ 0,02 0,54 £ 0,04

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Laktik
asit %

Asetik
aslt %

10

20

Giin

45

90

200

Sekil 4.27. IMI uygulanan silaj 6rneklerindeki organik asit miktar1 degisimi.

Insektisit uygulanmayan kontrol grubu 6rneklerinin laktik asit ve asetik asit analiz

sonuclar1 ve bu sonuglarin zamana kars1 degisimleri Sekil 4.28’de goriilmektedir.
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Kontrol 3,00
. Laktik Asit Asetik Asit
Glin 2,50
% % ‘
0 054 £ 003 051 % 0.15 2,00 Cokik
2 147 £ 005 089 % 007 asit
5 205 002 061 021 120 Asetik
aslt %
10 218 008 052 % 001 00
20 243 £ 015 1.04 £ 0,08
0,50
45 233 £010 049 * 001
90 211 006 049 0,07 0,00
200 214 %002 053 % 004 °© 2 g0 s 0 2

Sekil 4.28. ila¢ uygulanmayan silaj 6rneklerindeki organik asit miktar1 degisimi.
4.7. Silaj Orneklerinde Mikrobiyoloji Analiz Sonuclari

Deneme c¢alismasinda yapilan silajlarin mikrobiyal durumunun belirlenmesi amaciyla her
ornekleme giiniide agilan her 3 6rnek kavanozundan birer adet mikrobiyoloji numunesi
almmustir. Alinan 6rneklerde ikiser paralel olarak toplam laktik asit bakteri sayist ve
toplam mezofilik aerobik koloni sayisi analizleri yapilmistir. Orneklerde yapilmis olan
laktik asit bakterisi analizlerinin ortalama sonuglari Cizelge 4.57°de, bu sonuglarin
zamana karsi degisimlerini gosteren grafik ise Sekil 4.29°da verilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde denemenin baslangicinda alinan 6rneklerde bulunan logio 7,7
kob/g laktik asit bakterisi yiikii denemenin 10. giiniinde tiim gruplarda yaklasik logio 9
kob/g seviyesi olan en yiiksek seviyeye ulagmistir. Denemenin 10. giiniinden sonra hizli
bir sekilde azalmaya baslayan LAB sayisinin denemenin 200. giiniinde tiim gruplarda
yaklasik logio 3,5 kob/g diizeyine kadar azaldigi tespit edilmistir. Deneme siiresince
yapilan tim analizlerden elde edilen LAB sayist sonuglari istatistiki olarak
degerlendirildiginde pestisit uygulanmamis olan kontrol grubu ile pestisit uyugulanan 3
deneme grubu arasinda 6nemli diizeyde bir fark olusmadigi goriilmektedir (F33=1,4821

P>0,05).
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Cizelge 4.57. Silaj 6rneklerindeki toplam laktik asit bakterisi sayilari

Laktik Asit Baktesi Sayis1 logio (kob/Q)

Ornekleme Chlorpyrifos ~ Deltamethrin  Imidacloprid Kontrol
Giinleri grubu grubu grubu grubu
0 7,70+ 0,01 7,70+ 0,01 7,70 £ 0,01 7,70+ 0,01
2 8,14+ 0,14 8,52+ 0,14 7,68 + 0,55 8,31+ 0,08
5 8,61+ 0,08 8,52+ 0,14 8,67+ 0,10 8,59 + 0,04
10 9,08+ 0,16 8,99 + 0,08 8,81 +0,15 8,91+ 0,29
20 7,70 £ 0,07 7,73+0,09 7,78 +0,12 7,64 + 0,07
45 5,44 + 0,02 573+0,11 579+0,12 6,83+ 0,12
90 5,44 + 0,02 5,38+ 0,22 5,36 + 0,14 6,35+ 0,23
200 3,53+ 0,04 3,48 + 0,04 3,40+ 0,05 3,24+ 0,13
Laktik Asit Bakterisi Sayilar
10,00
e Chlor pyrifos
9,00 grubu
8,00 _% s Dt Ita methrin
\ grubu
@ 7.00
=
% \\ Imidacloprid
Ejn 6,00 \ grubu
5,00 \ Kantral
\ grubu
4,00 \
3,00 T T
0 2 5 10 20 45 90 200
Ornekleme Gunleri

Sekil 4.29. Farkl: ilag uygulamasi yapilan silaj 6rneklerindeki laktik asit bakteri
degisimi

Deneme boyunca Orneklerde yapilan toplam mezofilik aerobik koloni sayisi (AKS)
analizlerinin ortalama sonuglar1 Cizelge 4.58’de verilmistir. Sonuglarin zamana karsi
degisimleri ise Sekil 4.30’da goriilmektedir. Yapilmis olan analizlerin sonuglarina
bakildiginda denemenin ilk gilinlinde 6rneklerde AKS yiikii tiim gruplarda yaklasik logio
5,8 kob/g seviyesinde tespit edilmistir. LAB sayis1 sonuglarina benzer olarak denemenin
10. giiniinde AKS degerleri tiim deneme gruplarinda logio 8,8 kob/g olan en yiiksek
seviyelere ulasmistir. Denemin sonraki donemlerinde bu degerin diismeye basladig1 ve

deneme sonunda tiim gruplarda logio 4,5 kob/g diizeyine azaldig1 goriilmiistiir. Yine LAB

100



sonuglari ile benzer olarak pestisit uygulanmayan kontrol grubu ile pesitsit uygulanmis
olan 3 deneme grubu arasinda AKS yiikii agisindan istatistiki olarak dnemli diizeyde fark

bulunmadig: yapilan degerlendirme sonucunda goriilmiistiir (F33=2,0619 P>0,05).

Cizelge 4.58. Silaj d6rneklerindeki toplam mezofilik bakteri sayilar

Toplam Mezofilik Aerobik Koloni Sayisi logio (kob/g)

Ornekleme Chlorpyrifos  Deltamethrin Imidacloprid Kontrol
Giinleri grubu grubu grubu grubu

0 5,83 + 0,02 5,83 + 0,02 5,83 + 0,02 5,83 +0,02

2 6,53 + 0,04 6,55+ 0,04 6,46 = 0,06 6,49 = 0,12

5 8,53+ 0,07 6,55+ 0,04 8,58 £ 0,04 8,46 = 0,06
10 8,84 + 0,07 8,75+ 0,07 8,71+0,04 8,76 + 0,06
20 7,48 + 0,02 7,50 + 0,10 7,58 £0,04 7,47 £0,07
45 5,76 £ 0,67 5,49 £ 0,22 5,70+ 0,04 6,70+ 0,15
90 5,45 + 0,58 4,98 + 0,15 5,31+0,05 6,24 0,31
200 4,53 + 0,01 4,57 +£0,01 4,77 £ 0,01 4,32 £0,02

Toplam Mezofilik Aerobik Koloni Sayisi

10,00
e Chlorpyrifos
grubu
9,00

/ﬂ D ltamethrin
8,00 / / \ grubu
7,00 Imidacleprid

grubu

o AT~
o \\\ T oo
TN

4,00

log (kob/g)

0 2 5 10 20 45 ag 200
Ornekleme Glnleri

Sekil 4.30. Farkli ilag uygulamasi yapilan silaj 6rneklerindeki mezofilik bakteri degisimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Calismadan elde edilen bulgular iki ayr1 boliimde ele almmustir. ilk olarak deneme
amaciyla yapilmis olan silajlarin fermantasyon siireci, olgunlasma ve olasi bozulma
durumunun takibi i¢in yapilmis olan pH, organik asit ve mikrobiyloji analizlerinden elde
edilen bulgular degerlendirilmistir. ikinci béliimde ise silaj ve kurutma uygulamalarindan
alinan 6rneklerde pestisit kalintilarinin degredasyon siireci ve pestisitlerin metabolitlerine

dontisiim durumlar1 degerlendirilmistir.

5.1.1.Silaj Fermantasyon Bulgularimin Degerlendirilmesi

Deneme calismasinda yapilmis olan silajlarin olgunlasma durumlarinin takibi igin
deneme siiresince her 6rnekleme doneminde pH, organik asit (laktik asit, asetik asit ve

biitirik asit) ve mikrobiyoloji analizleri (LAB ve AKS) yapilmstir.

Calismada silaj yapilmadan 6nce pH degerlerinin her bir deneme grubunda 4,80 ila 4,90
arasinda degistigi belirlenmistir. Silaj yapimindan sonra 2. giin agilan 6rneklerde ise pH
degerinin tim wuygulama gruplarinda hizlica 4’Gn altina (3,92-3,94) distigi
goriilmektedir. Sonraki Ornekleme giinlerinde pH seviyelerinde 6nemli bir degisim
olmadigi, pH degerlerinin 3,7 ile 3,9 arasinda seyrettigi tespit edilmistir. Seydosoglu ve
Saruhan (2017) farkli silajlik musir gesitleri ile farkli hasat zamanlarinda yaptigi
calismada silajlarin pH degerlerinin ¢alismamizda elde etmis oldugumuz sonuglar ile
benzer olarak 3,7 ile 3,9 arasinda degistigini bildirmektedir. Yine bu sonuglara benzer
olarak Kavut ve Soya (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Ege bolgesinde farkli
lokasyonlarda yetistirilen 4 farkli misir ¢esidinden elde edilen silajlarda 6lgiilen pH
degerlerinin 3,98 ile 4,04 arasinda degistigi bildirilmektedir. Filya (2005) ise yaklasik
olarak %26 kuru madde igerigi olan bir yesil yemden yapilan silajda pH degerinin 4.0
olmasi ve siloya disaridan hava ve su girmemesi durumunda silajin teorik olarak sonsuza

kadar saklanabilecegini bildirmektedir. Caligmada elde edilen pH degerleri daha 6nce

yapilmis olan ¢alismalarda elde edilen bulgular ile karsilastirildiginda sonuglarin benzer
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oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore deneme amaciyla yapilmis olan silajlarda

fermantasyon siirecinin beklendigi sekilde gerceklestigi anlagilmaktadir.

Silaj igerisinde fermantasyon siirecinde olusan organik asitler silaj kalitesi agisindan
olduk¢a Onemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Yapilan caligmalar silajin
iceriginde fermantasyon neticesinde olusan laktik asit, asetik asit ve biitirik asit miktarlari
ile silajin kalitesi arasinda sik1 bir iligki bulundugunu gostermektedir. Kilig (1986) kaliteli
bir silo yeminde laktik asit oraninin %2’nin iizerinde oldugunu, asetik asit oraninin ise
%0,3-0,7 arasinda en ideal diizeyde oldugunu bildirmektedir. Bunun yaninda kaliteli bir
silo yeminde biitirik asitin hi¢ istenmemekle birlikte %0,1-0,6 arasinda ortalama bir
degerde bulunabildigini belirtmektedir. Demirel ve digerleri (2001) Van kosullarinda
misir ve macar figi karisimindan {retilen silajlar lizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada
silajlardaki asetik asit degerlerini %0,75-0,88 araliginda, laktik asit degerlerini %0,23-
2,33 araliginda, biitirik asit degerlerini ise %0,075-0,23 bulmuslardir. Yapmis oldugumuz
calismada tespit edilmis olan laktik asit degerleri %0,04-2,43 arasinda degisirken asetik
asit degerleri ise %0,35-1,1 arasinda bulunmustur. Yapilan silajlarinda hicbirinde biitirik
asit tespit edilememistir. Elde edilen organik asit bulgular1 incelenlendiginde saglikl bir
silaj iiretimi gerceklestirildigi anlagilmaktadir. Deneme silajlarinda tespit edilen organik
asit miktarlarinin daha 6nce yapilmis ¢alismalar ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Laktik
asit oranlarmin denemenin 5. giiniinden itibaren kaliteli bir silaj i¢in gerekli olan %2
oranini astigr ve deneme sonuna kadar bu seviyenin ilizerinde kaldigi goriilmektedir.
Asetik asit oranlarinin ise ideal aralik olarak belirtilmekte olan %0,3-0,7 araligini
denemenin ikinci, besinci ve yirminci giinlerinde bir miktar astig1 ancak diger 6rnekleme
giinlerinde bulunan sonuclarin uyun diizeylerde oldugu goriilmektedir. Deneme siiresince
asetik asit oranlarinin %1 diizeyinin {izerine ¢ikmadigi; yirminci glinden sonra alinan
sonuglarin %0,5 civarinda sabit oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore silajlarin
fermantasyon silirecinde herhangi bir sorun olusmadigi, %1 diizeylerinde alinan
sonuglarin analize bagli olarak gerceklesen sapmalardan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Denemede yapilmis olan silajlarin mikrobiyolojik durumunun izlenmesi amaciyla tiim

ornekleme gilinlerinde agilan silaj Orneklerinde LAB ve AKS analizleri
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gerceklestirilmistir. Elde edilen analiz sonuglart incelendiginde denemenin ilk giiniinde
orneklerde tespit edilen logio 7,7 kob/g laktik asit bakterisi sayisi 10. giinde tiim gruplarda
en yliksek seviye olan yaklasik logio 9 kob/g diizeyine ulasmistir. Aerobik mezofilik
koloni sayis1 sonuglar1 incelendiginde durumun benzer oldugu goriilmektedir.
Denemenin ilk giiniinde logio 5,83 kob/g olan AKS sonuglar1 yine 10. giinde en yiiksek
seviye olan logio 8,84 kob/g diizeyine ulasmigtir. Denemenin 10. giiniinden sonra LAB
ve AKS degerlerinin hizh bir sekilde azalmaya baslamistir. Denemenin 200. giiniinde tim
gruplarda LAB sayilarinin yaklasik logio 3,5 kob/g diizeyine, AKS sonuglarin ise
yaklagik logio 4,5 kob/g diizeyine kadar geriledigi goriilmektedir. Filya (2003) nin diisiik
kuru madde icerigine sahip musir silajlari ile yaptig1 bir calismada ise bu ¢alismadan farkl
olarak 2. giinde logio 5,25 kob/g olan LAB sayis1 90. giinde en yiiksek diizey olan logio
8,35 kob/g seviyesine ulagsmustir. Filya ve Sucu (2010)’nun yine musir silaji ile yaptigi bir
diger calismada ise bu ¢aligsmada elde edilen sonuglara benzer olarak baslangi¢ 6rneklerin
LAB sayisi logio 5,66 kob/g seviyesinde bulunurken denemenin 12. giintinde bu say1 logio
8,30 kob/g yiikselmis, 90. giinde ise logio 5,92 kob/g diizeyine gerilemistir.

Deneme silajlarinin pH, organik asit ve mikrobiyoloji analizlerinden elde edilen bulgular
birlikte degerlendirildiginde sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Denemenin ilk 10 giinlik déneminde pH degerlerinin tiim gruplarda yaklasik 3,8
diizeylerine kadar diistiigii goriilmektedir. Bu déonemden sonra silaj ortaminda AKS ve
LAB sayilarinda artig olmadig: hatta ortamda olusan asitlige bagl olarak diisiis basladig:
goriilmektedir. Buna uygun olarak sonraki donemlerde pH degerlerinin de yaklasik 3,8
diizeyinde kaldigi herhangi bir artis ya da azalma olmadigr goriilmektedir. Yine
mikrobiyal faaliyetin en yogun oldugu ilk 10 giinliik periyotta laktik asit ve asetik asit
miktarlarmin tiim gruplarda tespit edilen en yiiksek diizeylere (sirasiyla yaklasik %2,2 ve
%]1) ulastig1, mikrobiyal faaliyetin geriledigi sonraki donemlerde ise ayni diizeylerde

seyrettigi gorilmiistiir.
Calismadan elde edilen asitlik (pH), organik asit, AKS ve LAB analiz sonuglar

istatistiksel agidan degerlendirildiginde pesitisit eklenen silajlar ile kontrol drnekleri

arasinda pH degerleri yoniinden 6nemli bir farklilik olusmadigi goriilmiistiir. Bu durum
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silajlara eklenen pesitisitlerin fermantasyon faaliyeti ilizerinde olumlu yada olumsuz

herhangi bir etki olusturmadigi sekilinde degerlendirilmektedir.

5.1.2. Pestisitlerde  Gerceklesen Degredasyon ve Metabolit Olusumunun

Degerlendirilmesi

Bu boliimde galismada ele alinan 3 insektisitin deneme siiresince yapilan analizlerden

elde edilen bulgular ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Chlorpyrifos (CHL) ana molekiiliine ait analiz sonuglari incelendiginde 6rneklerin
icerdigi kalinti miktarlarinda 6nemli azalmalar oldugu goriilmiistiir. CHL nin ilk giin
analizlerine kiyasla 200. giin analiz sonuglarina bakildiginda silaj orneklerinde %46,
kurutma 6rneklerinde ise %67 oraninda azalmis oldugu goriilmektedir. Diger bir ifadeyle
silaj yapilirken hammadde ile silaj ortamina tasinmasi muhtemel CHL kalintilarinin 200
glinliik periyot sonunda yarisindan fazlasi degredasyona ugramadan kalirken, aerobik
kosullarda kurumaya birakilan 6rneklerdeki CHL miktarinin ise yaklasik {igte birinin
bozunmadan kaldig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar CHL nin kolay buharlasabilen
bir yapida oldugunu gostermektedir. Chen ve digerleri (1994) bitkiler tizerinde yapilan
deneylerde yapraktan uygulanan CHL’nin kisa kalintt dmiirlii olmasindaki en 6nemli
faktoriin kolayca buharlagmasi oldugunu bildirmektedir. Yine Eaton ve digerleri (2008)
CHL’nin kolayca buharlasan yapisi nedeniyle yapraklara uygulandiktan sonra hizla
kayboldugunu bildirmekedir. Calismamizda kurutma orneklerinde silaj 6rneklerine gore
CHL miktarinda goriilen azalmanin daha fazla olmasmin literatiirde verilen bilgilere
paralel olarak evaporasyon kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. Silaj 6rneklerinde ise
ortamin tamamen kapali olmasi ve evaporasyon yoluyla uzaklasma olamamasi nedeniyle
kalinti miktarindaki azalmanin daha az oldugu diistiniilmektedir. CHL molekiiliiniin
degredasyonundaki diger bir 6nemli etken ise hidrolizdir. Yapilan pek ¢ok calismada
CHL’nin diisik pH ortaminda alkali sartlara gore hidrolizinin daha yavas oldugu
bildirilmektedir (Racke, 1993). Ornegin Meikle ve Youngson (1978) distile su icerisinde

25°C’de pH 8,1, 6,9 ve 4,7 seviyelerinde yaptiklart denemede CHL’nin yarilanma
Omriinii sirastyla 22,8, 35,3 ve 62,7 giin olarak bulmuglardir. Yapmis oldugumuz deneme

silajlarinda 6lgiilen pH degerlerinin 2. giin itibariyle 4’lin altina diistiigli goz Oniine
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alindiginda fermantasyon ortaminda azalan pH kosullari nedeniyle CHL’nin
degredasyonunun kurumaya birakilan Orneklere gore daha yavas gergeklestigi

diistiniilmektedir.

Calismada elde edilen verilerde dikkat ¢eken diger bir durum ise silaj 6rneklerindeki CHL
miktarinin ¢aligmanin erken donemlerinde kurutma 6rneklerine gére daha hizli azalmig
olmasidir. Silaj 6rneklerinde 2. giinde gergeklesen azalma kurutma orneklerinde ancak
20. giin aynm diizeye ulagmistir. Daha sonra kurutma 6rneklerin azalma devam etmis
ancak silaj orneklerinde CHL miktar1 6nemli diizeyde degismemistir. Caligmanin ilk
doneminde elde edilen mikrobiyoloji analizi sonuglart AKS ve LAB sayilarinin bu
doénemde hizla arttigini géstermistir. Yapilan pek ¢ok ¢alismada laktik asit bakterilerinin
hem enzimatik yolla hem de pestisitleri karbon kaynagi olarak kullanarak pestisitlerin
degredasyonunda etkili olduklarin1 géstermektedir (Cho vd., 2009; Choi vd., 2004; Islam
vd., 2010; Kumral & Kumral, 2013; Kumral vd., 2020). Silaj 6érneklerindeki CHL
miktarinda denemenin erken doneminde goriilen ani azalmanin mikrobiyal faaliyet
sonucunda gerceklestigi, devam eden donemde ise azalan pH sebebiyle CHL
miktarindaki azalmanin durdugu anlasilmaktadir. Buna karsin kurutma oOrneklerinde

deneme siirecinde devam eden bir azalma goriilmiistiir.

Degradasyon galismasinda en yakin 6rnekleme giinii olan 90. giin (~13 hafta) verilerine
gore CHL’nin azalma oran1 %47 olarak gergeklesmistir. Zhang ve digerleri (2016)’nin
misir silajinda chlorpyrifos ve phorate’in degredasyonuna iliskin yaptiklar1 ¢alismada
silaj yapimi Oncesi Orneklere 0,36 mg/kg diizeyinde pestisit spike edilmistir. Spike
yapildiktan 10 hafta sonra gaz kromatografi ile yapilan analizlerde CHL’nin %27,6
diizeyinde azaldigini belirlemislerdir. Sonuglar karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda
degredasyon orani daha fazla olmustur. Calismalar arasindaki farklilik ortam
kosullarindan (pH ve mikrobiyal yiik) veya cihaz 6l¢iim hassasiyetinden kaynaklanmis

olabilir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda CHL nin metabolitlerine doniisiimiine baktigimizda ise, CO

yalnizca ilk giin Orneklerinde 0,012 mg/kg tespit edilmis, bu miktar 2. giin silaj

orneklerinde ise 0,002 mg/kg diismiis ve daha sonra tespit edilememistir. Bu durumun
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CO’nun hizli bir sekilde hidrolize ugramasma bagli oldugu diistiniilmektedir. DP
metabolitinin en yliksek miktarlari kurutma 6rneklerinin 200. giiniinde (0,064 mg/kg) ve
silaj 90. giin 6rneklerinde (0,024 mg/kg) belirlenmistir. Silaj 6rneklerinde DTP tespit
edilememistir. Kurutma uygulamasinda en yiiksek DTP konsantrasyonu 90. giin
orneklerinde (0,130 mg/kg) bulunmustur. Bir diger metabolit TCP miktarlar ise yine
kurutma Orneklerinde silaj orneklerine gore yiiksek bulunmustur. En yiiksek TCP
konsantrasyonu kurutma uygulamasinin 90. ve 200. giin 6rneklerinde tespit edilmistir.
Deneme siiresince silaj orneklerinde tespit edilen TCP miktarlar1 arasinda istatistiksel
acidan onemli bir fark bulunmazken kurutma uygulamasina gore silaj uygulamasinda

daha az miktarda TCP tespit edilmistir.

Deneme baglangicinda ve son ornekleme giiniinde analizlerinden elde edilen CHL ana
molekiilii ve metabolitlerine ait sonuglar incelendiginde kurutma orneklerinde silaj
uygulamasina kiyasla hem miktar hem de say1 bakimmdan daha fazla metabolit tespit
edilmistir. Bu durumun fermantasyon ortamindaki mikrobiyal faaliyetin denemenin ilk
giinlerinde hizli bir sekilde artmasina ve buna bagli olarak da ortam pH’sinin hizli bir
sekilde diismesine bagli oldugu disiliniilmektedir. Disiik pH sartlarinda CHL
molekiiliiniin degredasyonu ¢ok daha az oldugundan deneme boyunca tespit edilen TCP
miktarlar1 6nemli diizeyde degisim gostermemistir. Degredasyon siirecinde CHL bir
yandan oksidasyon etkisiyle CO’ya doniismekte diger yandan ise hidroliz etkisiyle DP ve
TCP’ ye dontismektedir. Oksidasyon yoluyla olugsan CO ise yine hidroliz yoluyla TCP’ye
doniismektedir (Supreeth & Raju, 2017). Silaj ortaminda diisiik pH nedeniyle hidroliz
cok azaldigindan TCP olusumu kurutma o6rneklerine gore oldukga diisiik diizeyde
gerceklesmistir. Sonug olarak silaj ortamu ile agik ortam sartlari ile kiyaslandiginda, CHL
degradasyon siirecini hizlandirict bir etkisi olmadigi ve gergeklesen degredasyon
sonucunda calismada arastirilan metabolitlerin olusumunu arttirma yoniinde herhangi bir

etkisi bulunmadigini gostermektedir.

Deltamethrin (DEL) analizlerinden elde edilen bulgular bu pestisitin deneme
siirecindeki azalma oranlarinin her iki uygulama 6rneklerinde de benzer seviyelerde
oldugunu gdstermistir. Denemenin son drnekleme giinii olan 200. giin kurutma ve silaj
orneklerinde tespit edilen DEL kalintis1 miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmamaktadir. Kurutma 6rneklerinde 200. giin ilk giine oranla DEL kalint1 miktari
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% 55 azalirken silaj 6rneklerinde yaklagik olarak ayni azalma orani 45. giinde (% 54)
tespit edilmistir. Silaj uygulamasinda 90. ve 200. giin 6rneklerinde kalint1 miktarinda
bir miktar artis tespit edilmis ancak bu degisim istatistiki a¢idan Onemli
bulunmamistir. Gergeklesen artisin analizden ve Orneklemeden kaynaklanan

belirsizlige bagli oldugu diistiniilmektedir. Deltamethrinin degredasyonu ile ilgili

yapilan bir ¢alismada su igerisinde, 25 °C sicaklikta, pH 5 ve 7 kosullarinda kayda
deger bir degredasyona ugramadigini, pH 9 olmasi1 durumunda ise yarilanma émriiniin
2,5 giine diistiiglinii gostermistir. Bu kosullarda iz miktarda 3-phenoxybenzaldehyde
ve (1R-cis)-3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2- dimethylcyclopropanecarboxylic acid
(BroCA) metabolitleri tespit edilmistir. Bu ¢alisma abiyotik hidrolizin pH yiiksek
olmadik¢a deltamethrinin degredasyonuna fazla etkili olmadigin1 ve diisiik pH
kosullarinda deltamethrinin oldukga stabil oldugunu géstermektedir. Deltamethrinin
fotoliz ile yarilanma 6mriiniin ise 48 saat oldugu bildirilmektedir (MacLachlan, 2002).
Yapmis oldugumuz calismada silaj drnekleri karanlik sartlarda muhafaza edilmistir.
Kurutma 6rnekleri ise oldukca az 151k alan bir ortamda muhafaza edilmistir. Ornekler
dogrudan 1s18a maruz kalmadigindan g¢alismada fotodegredasyonun fazla etkili
olamadig1 diisiinlilmektedir. Buna ek olarak her iki 6rnek grubunda da baslangic pH
degerlerinin 5’in altinda oldugu goriilmektedir. Silaj 6rneklerinde 2. glinden sonra ise
pH degeri 4’ilin altina diismiistiir. Bu bilgiler birlikte degerlendirildiginde ¢aligsmada
200 giinliik deneme siireci sonunda deltamethrinin her iki 6rnek grubunda da azalma
oraninin benzer olarak %50 civarinda kalmis olmasinin pH ve 151k kosullar ile iligkili

oldugu diistiniilmektedir.

DEL metabolitlerinden 4PBA kalintis1 hi¢bir 6rnekte tespit edilmemistir. 3PBA
kalintis1 ise yalnizca kurutma orneklerinde tespit edilmis ve deneme siiresince tespit
edilen miktarlar onemli diizeylerde artmistir. Caligmanin 200. giinlinde yapilan
orneklemede 0,259 mg/kg ile en yiiksek miktarda 3PBA tespit edilmistir. Benzer
olarak, fermantasyon uygulamasinin DEL kalintis1 azalis1 {izerine hizlandiric1 bir
etkisi bulunmadig1 tespit edilmistir. Yine ayni sekilde bir miktar metabolit olusumu
kurutma sartlarinda gézlenmis ancak silaj ortaminda herhangi bir metabolit olusumu
gozlenmemistir. Liu ve digerleri (2010) deltamethrinin baslica fotodegredasyon

tiriinlerinden birisinin 3PBA oldugunu bildirmektedir. MacLachlan (2002) ise
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deltamethrin ana molekiiliiniin sulu ortamlarda biyodegredasyonunun oldukc¢a yavas
oldugunu, bununla birlikte 3PBA’nin mikrobiyal bozunmaya kars1 BroCA’ya gore
muhtemelen daha hassas oldugunu bildirmektedir. Buna gore kurutma Orneklerinde
bir miktar 3PBA tespit edilmesinin fotodegredasyona bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Silaj 6rneklerinde ise pH daha diisiik olugu i¢in ve 6rnekler karanlik
sartlara bulundugu i¢in metabolit olusumunun daha zor olacagi ve bir miktar metabolit
olusmus olsa bile mikrobiyal faaliyet sonucunda degredasyona ugradigi i¢in tespit

edilemedigi degerlendirilmektedir.

Imidacloprid (IMI) uygulanan gruplarda kurutma ve silaj uygulamalarinin
orneklerdeki IMI kalint1 miktarinin azalis1 iizerine etkilerinin istatistiksel ac¢idan
onemli diizeyde farkli oldugunu gostermistir. Denemenin 200. giiniinde alinan
orneklerde denemenin baslangicina kiyasla kurutma uygulamasinda IMI kalinti
miktarinda %61 oraninda azalma gergeklesirken silaj uygulamasi 6rneklerinde bu
oran %31 seviyelerinde kalmistir. En diisiik IMI kalinti miktar1 her iki uygulamada da
200. giin drneklerinde tespit edilmistir. Bu miktar kurutma orneklerinde 1,50 mg/kg
olurken silaj 6rneklerinde ise 2,73 mg/kg olmustur. Yapilan ¢aligmalar imidaclopridin
yarilanma Omriiniin diisik pH degerlerinde uzarken yiiksek pH degerlerinde ise
azaldigini ve hidrolize bagli yarilanma émriiniin pH 7 ve 25 °C kosullarinda 30 giiniin
tizerinde oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte sulu ortamlarda fotolize bagh
yarilanma omriiniin ise 3 saatten az oldugunu gostermektedir (Fossen, 2006). Sarkar
ve digerleri (1999) ayni sicaklik ve pH kosullarinda yarilanma 6mriinii 33-44 giin
olarak bildirirken, Zheng ve Liu (1999) nétr su ortaminda 3 aylik donemde %1,5’dan
azinin hidrolize ugradigini, yarilanma 6mriiniin pH 10,8’de 20 giin, pH 11,8°de ise
2,85 giin oldugunu bildirmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alismada literatiirde verilen
bilgiler ile uyumlu olarak daha diisiik pH degerine sahip olan fermantasyon ortaminda
imidaclopridin azalmasinin daha yavas oldugu goriilmiistiir. Kurutma 6rneklerinde ise
hem pH’nin biraz daha yiliksek olusu hemde 1518a daha fazla maruz kalmaya bagh
olarak fotoliz etkisiyle daha fazla azalma oldugu disiiniilmektedir. Kumral ve
digerileri (2020)’nin sofralik siyah zeytinlerin farkli isleme tekniklerine iliskin olarak
yaptiklar1 bir g¢alismada imidaclopridin fermantasyona bagli azalisinin  yapmis

oldugumuz ¢alisma ile uyumlu olarak oldukg¢a sinirli gergeklestigini bildirmektedir.
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Calismada IMI’nin metabolitlerinden olan IMO silaj uygulamasinda yalnizca ilk giin
orneklerinde 0,006 mg/kg diizeyinde tespit edilebilmistir. Kurutma uygulamasinda ise
her uygulama déneminde 0,006 ile 0,013 mg/kg arasinda degisen miktarlarda tespit
edilmistir. Calismada IMI’nin diger 3 metaboliti tespit edilememistir. Ding ve
digerleri (2011) yapmis olduklar1 calismada imidaclopridin fotodegredasyon iiriinleri
olarak miktar agisindan sirastyla imidacloprid wurea, imidacloprid olefin ve
imidacloprid desnitro’yu tespit etmislerdir. Buna gore yapmis oldugumuz g¢alismada
kurutma orneklerinde tespit edilen az miktarda IMO’nun orneklerin kisitli da olsa
1518a maruz kalmalar1 neticesinde olusan fotodegredasyon kaynakli olabilecegi

disiiniilmektedir.

Saha drneklemesi amaciyla Inegdl ve Mustafakemalpasa ilgelerinin toplam 9 farkls
koyden alinan 32 silaj 6rneginde c¢alismada ele alinan pestisitler ve metabolitlerinin
kalintilarina rastlanmamistir. Bu durum Ornekleme sayisi, orneklerin alindigi
tarlalarda bu ilaclarin kullanilma durumu, pestisitlerin uygulama dozlar1 veya hasat

oncesi bekleme siireleri gibi kosullardan kaynaklanmis olabilir.

5.2. Sonug¢

Bu tez c¢alismasinda misir bitkilerinin tizerinde farkli insektisitlerin kalintilarinin
bulunmasinin olusturdugu bazi riskler ortaya konmustur. Uygulanan insektisit etken
maddesine ve misirin saklanma veya islenme kosuluna bagli olarak farkliliklarin
olusabilecegi ortaya konmustur. Calismada ele alinan her ii¢ insektisitin de daha
onceki ¢aligmalar ile uyumlu olarak alkali kosullarda daha hizli dekompoze oldugu
buna karsin asidik kosullarda ise daha stabil kaldiklar1 belirlenmistir. CHL nin silaj
fermentasyonunun yogun oldugu dénemde mikrobiyal faaliyetin etkisi ile nispeten
daha hizli bozundugu tespit edilmistir. Degredasyon hizindaki artisin sebebinin
bakterilerin CHL nin enzimatik yolla par¢alanmasina neden olmalari, bununla birlikte
CHL’yi karbon kaynag1 olarak kullanmalar1 oldugu diisiiniilmektedir. DEL ig¢in silaj
ortami ile kurutma ortami arasinda bozunma hizi acisinda herhangi bir fark
olusmadigi belirlenmistir. Bu durumun DEL’in ¢alismada belirlenen pH seviyelerinde

oldukga stabil olmasina ve biyodegredasyonunun olduk¢a yavas olmasina bagh
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oldugu tespit edilmistir. IMI diger iki pestisite kiyasla silaj ortaminda daha stabil
kalmistir. Ancak fotodegredasyona duyarli olmasi nedeniyle kurutma drneklerinde

azalma daha fazla olmustur.

Calismada elde edilen metabolit bulgular incelendiginde her ii¢ pestisit i¢in de tespit
edilen metabolit miktarlarinin olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak DEL ve
IMI i¢in tespit edilen miktarlart CHL’ye gore ¢ok daha diisiik olmustur. Bu durum
DEL ve IMI’'nin ¢alismada incelenen metabolitlerinin silaj ve kurutma ortamlarinda
hem ¢ok az miktarda olustugunu hem de olusan metabolitlerin de hizla bozundugunu
ortaya koymustur. CHL’ nin hidrolizi sonucunda olusan TCP en yiiksek miktarda
tespit edilen metabolit olmustur. Ancak bu metabolitin miktar1 da 1 mg/kg’in altinda
kalmistir. Sonug olarak tespit edilen metabolit miktarlar pestisitlerde meydana gelen
azalmay1 agiklamaktan oldukca uzak olmustur. Bu durum 6zellikle tamamen kapali
olan silaj ortami i¢in pestisitlerin dekompoze olan kisimlarinin ya mineralize oldugu
ya da bagka metabolitlere doniistiigii seklinde yorumlanmistir. Buna bagli olarak
bundan sonra yapilacak benzer c¢aligmalarda olas1 diger metabolitlerin de

incelenmesinin faydali olacagi diisiniilmektedir.

Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde bu pestisit kalintilarini iceren hammadde
ile yapilabilecek misir silajlarinda, kullanim siirelerin sonuna kadar baglangigtaki
kalintt miktarinin yaklasik olarak yarisinin korundugu goriilmektedir. Silaj ortaminda
pestisit kalintilarinin bulunduklar1 ¢cevrede azalmalarindaki en 6nemli mekanizmalar
olan yikanma, siiziilme, buharlagsma, fotodegredasyon gibi ihtimaller bulunmamasi ve
buna ek olarak bircok pestisit kalintisinin fermantasyonun neden oldugu diisiik pH
kosullarinda daha stabil olmasi nedeniyle, silajin pestisit kalintilarinin degredasyonu
acisindan dezavantajli bir yem olabilecegi ongoriilmektedir. Bu nedenle iiretim
asamalarinda pestisit kullanildiginda hasat 6ncesi beklenmesi gereken siirelere dikkat
edilmesi ¢ok onemlidir. Her nekadar saha 6rneklerinde hi¢bir ana molekiil ve onlarin
metabolitleri rastlanmasa da; bu tip bir potansiyel riskin oldugu diisiiniilerek, gida
tirtinlerinde oldugu gibi yem iiriinlerinde de hasat dncesi bekleme siiresine dikkat

edilmesi onemli bulunmustur.
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Ek 1. Chlorpyrifos’un spike ve blank kromatogramlari
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Ek 2. 3,5,6-trichloro-2-pyridinol’un spike ve blank kromatogramlari
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Ek 3. Diethyl phosphate’n spike ve blank kromatogramlari
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Ek 4. Diethyl thiophosphate’in spike ve blank kromatogramlar:
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Ek 5. Chlorpyrifos-oxon’un spike ve blank kromatogramlari
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Ek 6. Deltamethrin’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 7. 3-Phenoxybenzoic acid’in spike ve blank kromatogramlar
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Ek 8. 3-(4-hydroxyphenoxy) benzoic acid’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 9. Imidacloprid’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 10. Imidacloprid-olefin’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 11. Imidacloprid guanidine’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 12. 6-hydroxynicotinic acid’in spike ve blank kromatogramlari
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Ek 13. 6-chloronicotinic acid’in spike ve blank kromatogramlari
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