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Oz

Pestisit kalint1 analizlerinde kullanilan tiim metotlarin, orijinal laboratuvar 6rneklerinin analizinden dnce
validasyonu yapilmalidir. Bu c¢alismada elmalarda imidacloprid ve dimethoate kalinti analizi i¢in analiz
prosediiriiniin valide edilmesi amaglanmistir. Bu amagla higbir ilaglama yapilmamig Golden Delicious ve Starking
Delicious elma 6rnekleri homojenize edilmis ve pestisitlerle 3 farkli seviyede zenginlestirilmistir. 10 g elma 6rnegi
QuEChERS yontemi ile ekstraksiyon ve clean up iglemine tabi tutulmustur. Takiben LC-MS/MS sisteminde
imidacloprid ve dimethoate analizleri yapilmistir. Her iki pestisit ve elma gesiti i¢in matris etkisi onemli
bulundugundan, miktarsal hesaplama matrisli kalibrasyon (MC) ile yapilmistir. Analiz metodunun validasyonu,
geri alim, metot dedeksiyon limiti, tekrar edilebilirlik, kesinlik gibi metot performans kriterleri ile gergeklestirilmis
ve tim degerler olmasi gereken limitler i¢inde bulunmustur. Her iki elma ¢esidi i¢in imidacloprid ve dimethoate
geri alim degeri ortalamasi %88.34 (RSD %7.72) olarak tespit edilmistir. Tiim metodun geri alimi ise %89.50
(RSD %12.02) olarak bulunmustur (n = 150). Bu rakamlar olmasi gereken ortalama geri alim (%70-120) ve tekrar
edilebilirlik (RSD < %20) degerleri ile uyumludur. Pestisitlerin metot dedeksiyon limiti, AB ve Tiirk Gida
Kodeksi MRL degerlerinden diisiik oldugu tesbit edilmistir. Her iki pestisit i¢in kalibrasyon egrisi 5-200 ng/mL
konsantrasyon sinirlarinda dogrusal bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Metot validasyonu, pestisit kalintisi, matris etkisi, QUEChERS

Abstract
Method Validation for Imidacloprid and Dimethoate Residues in Apples by QUEChERS
and LC-MS/MS Analysis.

All methods used for pesticide residue analysis must be validated prior to implementation of original
laboratory samples analysis.This study performed to validate analytical procedure for imidacloprid ve dimethoate
residues in apples. For this aim, untreated blank Golden Delicious and Starking Delicious samples were
homogenized and fortified at 3 levels with pesticides. 10 g of apples were subjected to QUEChERS extraction and
cleanup procedure. Pesticide analysis performed with LC-MS/MS. Since matrix effect was important for both
pesticides and both apple varieties, matrix matched calibration (MC) was used for quantification. Method
validation was carried out by performance parameters such as, recovery, method detection limit, repeatability,
precision. All parameters figures were within the required limits. For imidacloprid and dimethoate analytes,
recoveries (n=150) averaged 88.34% (RSD 7.72%), for two apple commodites over the validation range. For
overall recovery of the analytical procedure was 89.50%(RSD12.02% ). These values were compatible with the
required figure for recovery (70-120%) and repeatability (RSD < 20%). Method detection limits of analytes were
below the EU MRLs and also TGK MRLs. Calibration curve of two compound were linear with the 5-200
ng/mLrange.

Keywords: Method validation, pesticide residue, matrix effect, QUEChERS

Giris

Pestisit kalint1 analizlerinde metot gecerli kilma (method validation, MV) metodun ilgili
validasyon parametrelerine uygunlugunun belirlenmesi amaciyla, metot parametre degerlerinin
incelendigi bir gecerlilik prosediiriidiir. Belirli bir 6rnek igin gelistirilen yontemin, o laboratuvarda
giivenilir olarak calistiginin dogrulanmasidir. Tek bir laboratuvar ya da birden fazla laboratuvarin
katildig1 laboratuvarlar arasi ¢alisma ile gergeklestirilebilir. Metot validasyonu analizi yapan igin bir
sigortadir. OECD-GLP ve ISO 17025 kalite sistemlerine gore, kalinti analizlerinde valide edilmis
metotlarla ¢aligmak bir zorunluktur (Tiryaki ve Baysoyu, 2006). Metodun islerligi kanitlandiktan sonra
gercek Orneklerle analize baslanmalidir. Bir metot uluslararasi literatiirde valide edilmis olsa bile, o
metodun calisilan laboratuvar kosullarinda ayni sonucu vereceginin garantisi yoktur. Metot validasyonu
geri alim, gercege yakinlik (accuracy), dogrusallik (linearity), kesinlik (precision, repeatability,
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reproducibility), LOD (dedeksiyon limiti), LOQ (hesaplama limiti), hassasiyet, matris etkisi, hedef ve
Ozgiiliik gibi bir ¢cok parametreden olusan bir i¢ prosediir olup bu parametreler bagka bir literatiir ya da
laboratuvardan kopya edilemez (SANCO, 2013;Tiryaki, 2017).

Tarim {riinlerinin pestisit kalintilar1 bakimindan temiz olmas1 yerli tiiketim ve uluslararasi
ticaret bakimindan ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in Avrupa iilkelerine ulagan tarim iiriinleri i¢in kalint1 uyarisi
alan {ilkeler Hizl1 Alarm Sistemi’nde (Rapid Alarm System for Food and Feed, RASFF) giinliik olarak
duyurulmaktadir.Pestisit kalint1 analizlerinin hassas ve uluslararasi boyutta yapilabilmesi i¢cin ISO17025
(International Organization for Standartization) ve OECD (Organization for Economic Co-operation
and Devolopment)- GLP kalite sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerin en 6nemli unsuru metot
validasyonudur (Tiryaki, 2006).

Pestisit kalint1 analizlerinde Anastassiades ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen meyve ve
sebzelerde pestisit analizlerine imkan veren “QuEChERS” (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe) metodu kulanilmaktadir. Bu yontem toprak 6rneklerinde de 6nerilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci
da Canakkale tariminda Onemli olan elma iiretiminde kullanilan dimethoate ve imidacloprid
kalintilarinin analizi i¢in kullanilacak olan QUEChERS yonteminin valide edilmesidir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Dimethoate ve imidacloprid pestisitlerini etken maddesi Dr. Ehrenstorfer Laboratories GmbH,
Germany’dan %99 saflikta temin edilimistir. Calismada ayrica; toluen (%99.0 saflikta LiChrosolv,
Merck ), asetonitril (%99.9 saflikta LiChrosolv, Merck ), sodyum kloriir (NaCl, Merck), magnezyum
siilfat heptahidrat (MgSO4*7H>0, Merck) ve PSA (Primary Secondary Amine, 40 um, Analitik saflikta,
Varian) kimyasallar1 kullanilmistir.Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar; COBILTUM’da
bulunansivi kromatografi-kiitle spektrofotometresi (Quadrupole Schimadzu LC-MS/MS-8040) sistemi,
50 mL’lik tiipe uygun rotarli santrifiij (Niive NF 800), mikrosantrifiij (Eppendorf 5418), ornek
homojenizasyonu i¢in Waring blander, Vortex tiip karistirict (Velp scientifica), GC viyali (Agilent
technologies, 1.5 mL), azot gazi olarak siralanabilir. Bunlara ilaveten ¢esitli hacimlerde mikropipet,
hamilton enjektdr, 50 mL’lik santrifiij tiipii, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipii ve diger temel cam malzeme
ve ekipmanlar analizlerin ¢esitli basamaklarinda kullanilmustir.

Homojenizasyonu ve fortifikasyon

Laboratuvar 6rnegi olarak AB Directive 79/700/EEC’e uygun sekilde blank (pestisit igermeyen)
10 adet elma alimmis (Anonymous, 2002), her birinden kii¢iik pargalar kesilerek 1 kg elma blenderda
homojenize edilmistir (Sekil la.). Homojenize elma orneginden 10 g’lik analitik érmek 50 mL’lik
santrifyj tlipline aktarilmistir. Daha 6nceden hazirlanan pestisit fortifikasyon soliisyonlarindan Cizelge
1.’de goriilen formatta 10 g’lik Golden D ve Starking D elma tizerine 3 farkl fortifikasyon seviyesinde
5 tekerriirlii olarak ilave edilmistir. Kontrol 6rnegine pestisit ilave edilmemis 3 paralelli yapilmstir.
Ornegin, 0.5 mg/kg fortifikasyon igin 50 ng/uL den 100 pL, santrifiij tiipiindeki 10 g’lik &rnege
aktarilmistir. Tiim bu fortifikasyonlar her iki elma ¢esidinde yapilmistir.

Pestisit ¢aligma soliisyonlari, kalibrasyon solusyonlar1 ve fortifikasyon soliisyonlar1i daha
onceden su sekilde hazirlanmistir: Dimethote ve imidacloprid etkili maddelerinden hassas terazi ile 11.4
mg tartilarak, 25 mL toluen i¢inde 456 pg/mLstok soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan stok
sollisyonlar karanlikta 4°C’de korunmustur. Stok soliisyondan seyreltilmesi icin MeCN icinde 10 pg/mL
ara soliisyonlar hazirlanmig ve bu ara sollisyondan bir seri seyreltme ile 5, 20, 50, 100, 200 pg/uL
konsantrasyonlarinda MeCN iginde kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Yukarida belirtildigi gibi
Cizelge 1 formatinda fortifikasyon soliisyonlar1 da hazirlanmistir.

Ekstraksiyon, arindirma (clean up) ve kromatografi
Ekstraksiyon ve ekstraktin istenmeyen bilesiklerden arindirilmasi (clean up), i¢in QUEChERS metodu
uygulanmistir. 50 mL’lik santrifijj tiipiindeki drnek iizerine 100 pL fortifikasyon soliisyonu ve 10 mL
MeCN konulmustur ve 1 dak. Vorteks ile karistirilmistir. Uzerine 8.0 g magnezyum siilfat heptahidrat
(MgSO4*7H,0) ve 1 g NaCl eklenerek ve 1 dak. Vortekste karistinlmistir (Sekil 1b.). Ornekler 7 dak.
4100 rpm hiz ile santrifiij edilmistir (Sekil 1c.).Clean up i¢in ise tiipteki {istte sivi haldeki MeCN
fazindan (siipernatant) 1 mL alinarak igerisinde 25 mg PSAve 307 mg MgSO,*7H.0 bulunan 1.5 mL’lik
tiipe aktarilmigtir (Sekil 1d.). Karisim 1 dak. Vorteks ile karistirtlmig ve 5 dak. siire ile 6000 rpm hizinda
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santrifiijlenmistir (Sekil le.). LC/MS analizi igin 0.5 mLekstrakt GC viyaline alinmustir.Sekil 2’de
QuEChERS analiz metodunun tiim analiz basamaklarim a¢iklamaktadir. Fortifiye edilen, kontrol ve
blank 6rneklerinin hepsine ayni analitik islemler uygulanmistir.

Cizelge 1. MRL degerine gore elma 6rneklerinin fortifikasyon seviyeleri.

Fortifikasyon diizeyi, Fortifikasyon diizeyi,

Fortifikasyon seviyesi mg/kg, imidacloprid mg/kg, dimethoate Kodlama
0.1 x MRL 0.05 0.002 Fi/1-5
1x MRL 0.50 0.02 F2/1-5
10 x MRL 5.00 0.2 F3/1-5
Kontrol Ornegi Fo/1-3
Blank BI/1-2

Kromatografik analizler, Shimadzu marka LC/MS-8040 model Sivi Kromatografisi (LC)-Kiitle
Spektrometresi (MS) ile yapilmigtir (Sekil 1f.). LC sisteminde ODS-4 Cis (4.6 x150 mm i¢ ¢ap1, 3 um
partikiil buyiikligii) kolonu kullanilmigtir. Kromatografik sisteme pozitif EST MRM modunda ¢alisan
LC-MS/MS-8040 (Triple Quadrupole Schimadzu) kiitle spektrofotometresi baglanmistir. Sistem su
kosullarda ¢alistirilmistir; Hareketli faz 10 mM amonyum asetate +su (A) ve MeCN solusyonundan (B)
olusmus ve gradient programinda g¢alisilmistir; baglangic %30 B/ %70 A oraninda 1 dak. tut —
%50B/%50 A oraninda 1 dak tut — %90 B/%10A oraninda 2 dak. tut — %50 B/%50 A oraninda 5 dak.
tut — %30 B/%70 A oraninda tekrar 6 dak. tut). Enjeksiyon hacmilO pL, firin sicakligi 40°C, toplam
elusyon zamani 15 dak., haraketli faz akis hizi 0.5 mL /dak. , sprayleme gaz akis hiz1 3 mL/dak., 1s1 blok
sicaklig1 400°C, DL sicaklig1 250°C ve ESI voltage:3.5 kV.

Her analitik porsiyondan 3 enjeksiyon yapilmistir. Analiz metodu tekli laboratuvar validasyon
yaklagimma gore valide edilmistir (Thompson ve ark., 2002). Metodun performanst EU-SANCO
dokiimanlarindaki validasyon parametreleri dikkate alinarak degerlendirilmistir (Kanrar ve ark., 2010).

Sekil 1. Analiz basamaklari;a)Orneklerinin homojenizasyonu,b) Orneklerin Vorteks ile karistirilmasi, Cc)
Orneklerin ekstraksiyonu, d) Ekstrakttan cleanup i¢in rnek alinmasi, e) Mikrosantifruj ile clean up f) Kullanilan
LC-MS/MS-8040 kiitle spektrofotometresi.
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QUEChERS — Orijinal Metot

10 g 6rnek tartilir (50 ml Teflon — Tup)
10 ml Asetonitril ilave edilir

1 dakika Vorteksde iyice karistirilir

8 g magnezyum siilfat heptahidrat (MgS0O,*7H,0)
ve 1 g NacClilave edilir
Hemen Vorteksde 1 dakika karistirihir

Karisim 4100 rpm hizinda 7 dakika santrifiij edilir

1.5 ml’lik santrifij tupiine 25 mg sorbent (PSA) ve
307 mg magnezyum sulfat heptahidrat
(MgS0O,*7H,0) konulur

Uzerine ekstrakte edilen tiipteki 6rnegin tst
katmanindaki sividan 1 ml ilave edilir

30 sn Vorteksde karistinhir

Karisim 6000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edilir

GC-MS/LC-MS analizleriicin 0.5 ml ekstrakt GC
viyaline alinir

Sekil 2. QUEChERS yoéntemin analitik islem basamaklari.

Bulgular

Kalibrasyonun dogrusalhg:

Kalibrasyonda 3 veya daha fazla seviye kullanilmigsa, uygun kalibrasyon fonksiyonu
hesaplanabilir ve en diisiik ve en yiiksek kalibrasyon seviyesi arasindaki dlgiimlerde bu fonksiyon
kullanilir. Kalibrasyon noktalar1 diiz bir dogrusal hattalarsa, y=a+bx formiilii uygulanir. Kalibrasyon
noktalari, ¢izilen egrideki ilgili bolgeden %20’den fazla sapiyorsa baska bir kalibrasyon fonksiyonu
kullanilmalidir (Tiryaki, 2017).

Kalibrasyonun dogrusalligi sadece korelasyon katsayisi olarak ifade edilen r degerinin 0.99’a
yakin olmasina bagl degildir, relatif kalintisal standart sapmanin (Relative Residual Standart
Deviaton,(Syy) da %10°dan kii¢iik olmasi gerekir. SaDenklem 1°e gore hesaplanmis ve dogrusallik
icin gereken 0.1 degerinden diisiik bulunmustur (Huber 2004; Miller ve Ambrus, 2005; Gonzales ve
ark., 2006; Ellison, 2006; Tiryaki, 2006).

Z (Y rel.i_Y rel) (1)
S Ay 1y - n— 2

Denklemdeki n-2 serbestlik derecesi ile hesaplanan relatif kalintisal (kalintisal/denklemden
hesaplanan Ay=yi- y ; Yri = ay /) standart sapma(Saysy), ile gosterilmistir.

Calismada, her iki pestisitin kalibrasyon dogrusunun (curve) egimi solvent kalibrasyonda ve
Golden D elmasinda matrisli kalibrasyon (MCgoigen p) ve Starkinkig D elmasinda (MCstark p)
kalibrasyonlar1 olarak 5-200 ng/mL arasinda degisen kalibrasyon standartlarin kontstanrasyonlarina
kars1 grafikte isaretlenmistir. Her iki matrisli kalibrasyon soliisyonlarinda 6rnek esdeger miktar1 1g/mL
dir. 5 seviyeli yapilan kalibrasyonda, kalibrasyon denklemi veya analitik fonksiyon Excel programinda
hesaplanmig ve relatif kalintisal standart sapma (Ssy) da bulunmustur. Dogrusallik MCgolden b V€
MCstarkingp ve SC kalibrasyonlarinda hesaplanmigstir. MCgolgen o V& MCstarkingo ve SC kalibrasyon egrileri
icin r degeri 0.998973-0.999812 arasinda, Sy ise 0.05386832-0.099939904 arasinda bulunmustur. Bu
degerler istenen limitler arasinda oldugundan her 3 kalibrasyon da dogrusaldir. Her 3 kalibrasyon
sistemine ait grafikler Sekil 3. ve 4.’te goriilmektedir.

Cihaz tesbit limiti ve tahmini metot tesbit limiti hesaplanmasi

Cihaz tesbit limiti (Instrument Detection Limit, IDL) cihaza enjekte edilebilen pestisit
standardinin en disiik konsantrasyonudur. Pestisitlerin IDL’si LC-MS/MS sisteminin yazilim
programindan elde edilmis ve Denklem 2 kullanilarak 200 pg/mL standart ¢ozeltinin 10 tekrarli
enjeksiyonu ile belirlenmistir (Singh ve ark., 2007).

IDL (ng/mL) = SD X tgs @)

Denklemdeki SD tekrarli enjeksiyonlarin pik alanlarini standart sapmasidir, tes %95 giiven seviyesinde
Student T testi degeridir.
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Tahmini metot tesbit limiti (Estimated Method Detection Limit, EMDL)ise ilgili pestisitin,
belirli bir 6rnek matrisinde ve belli bir metot ile saptanabilen yaklasik en diisiik konsantrasyonudur
(Singh ve ark., 2007). Denklem 3’deki gibi hesaplanmugtir.

IDL x 100 xV
EMDL (ug/g) = 3
M x %Rec
Denklemdeki M o6rnek agirligi (g) ve % Rec ise ugulanan metot ile elde edilen pestisitin ortalama geri
alim yiizdesidir. V kromatografik sistemine mL olarak enjekte edilen hacimdir.

Her iki pestisit i¢in ve her iki 6rnek matrisleri i¢cin IDL ve EMDL degerleri Cizelge 2.’de

verilmis olup, EMDL < MRL olarak bulunmustur.

Cizelge 2. Dimethoate ve Imidacloprid i¢in IDL ve EMDL degerleri.

i IDL (mg/L)Saf EMDL (mg/kg)
Pestisit standart - - MRL (mg/kg)
Matriscolden b MatriSstarking D
Dimethoate 0.012 0.0143 0.0148 0.02
Imidacloprid 0.032 0.0336 0.0344 05
Asetonitril
700000 -
600000 7 y = 3073,4x + 16548
500000 - R* = 0,9979
g 400000 |
s 300000 -
o
& 200000 -
100000 -
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Konsantrasyon, P§
MCgolden MCStark D
700000 700000 -
600000 600000 + 3123,5x + 23980
y =3120,7x + 24040 y= X +
500000 R? = 0,9983 500000 1 R2=0,9984
= 400000 _ 400000
c
< 300000 £ 300000 -
~ X
Z 200000 Z 200000
100000 100000 -
oMb o< - -
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Konsantrasyon, P§ Konsantrasyon, P§

Sekil 3. Coziicii kalibrasyonda (SC) ve her iki matrisli kalibrasyonda Imidaclopridin kalibrasyon egrileri.

Matris etkisi (ME)

Matris etkisi; ekstraksiyon siirecinde 6rnekten gelen bilesiklerin, kromatografide pestisit analizi
tizerine yaptig1 etkidir(SANCO, 2013). Matris etkisinin engellenmesi miimkiin degildir. Bu yiizden
Matrisli (MC) analitin pikleri ile ayn1 miktarda ¢oziicii (solvent) (SC) solusyonundaki analitin pikleri
karsilagtirilmigtir. Her iki elma gesidi ve her 2 pestisit i¢in matrisli kalibrasyon standartlar1 5 farkli
konsantrasyonda ve elma blank eksraktlari i¢inde hazirlanmistir. Matrisli kalibrasyon hazirlamada
gerekli Ornek es deger miktarlann hazirlamak i¢in N> gazi ile evaporasyon yapilmistir.Matrisli
kalibrasyon, 6rnek esdeger belirlenmis gercek drnegi temsil edecek sekilde hazirlanmistir. Matris etkisi
(ME%), Denklem 4 ile hesaplanmistir (Kanrar ve ark., 2010).
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Asetonitril
20000000 -
18000000
16000000 1 = 93132x + 406671
14000000 | Y TIES OO
_ 12000000 - ’
£ 10000000 -
~ 8000000 -
6000000 -
4000000 -
2000000 -
0 T T T T T T T T T "
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Konsantrasyon, pg
MCgoIden MCstark 0
20000000 - 20000000 -
18000000 - 18000000
16000000 - y = 90559x + 313722 16000000 -
14000000 - R*=0,9996 14000000 - y =90516x + 317568
12000000 - 12000000 1 R?=0,9996
£ 10000000 - £10000000 -
< 8000000 < 8000000 -
£ 6000000 - S~ 6000000 -
4000000 4000000 -
2000000 - 2000000 -
0 ——
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Konsantrasyon, pg Konsantrasyon, pg

Sekil 4. Coziicii kalibrasyonda (SC) ve her iki matrisli kalibrasyonda Dimethoate’in kalibrasyon egrileri.

(MC alan pik degeri — SC alan pik degeri)*100
ME,% = (4)
SC alan pik degeri

SC-MCegolden b V& SC-MCswak p arasindaki farklarin istatistiksel énemi Denklem 5 ve 6
kullanilarakStudent testi ile degerlendirilmistir (Anonymous, 1999).
a~/n
S D
(5)Farkliliklarin ortalamasi di, dinin standart sapmasi SD ile gosterilmistir.

(d, - d)?
SD :\/[Z /1] (6)

Serbestlik derecesi n-1 ve veri ¢ifleri adedi n olarak gosterilmistir.

t —

Matris etkisini dengelemek igin MC kullanilir. Matrisli kalibrasyonlar hazirlarken, analiz
edilecek ornekteki Ornek esdeger miktari ile, matrisli kalibrasyon cozeltilerindeki ornek esdeger
miktariin ayni olmasi gerekir. Pesitisit icermedigini bildigimiz blank 6rnek ve analiz edilecek gercek
ornek ayni analiz islemlerinden gegirilmelidir(Tiryaki, 2011). Her iki elma gesidi i¢in 5, 10, 20, 50 ve
200 ng/mL olarak 5 farkli konsantrasyonda pestisit standartalri blank ekstraktlar iizerine ilave edilmistir.
Gerekli 0rnek esdeger miktarlar1 hazirlamak icin N2 gazi ile evaporasyon yapilmistir. Boylece matrisli
analitin pikleri ile ayn1 miktarda MeCN igindeki analitin pikleri karsilastirilmigtir.

Her iki pestisit i¢in bulunan ME degerleri SC-MCagolden p ¢ifti i¢in ve SC-MCsiarking D ¢ifii 1610
hesaplanmus ve ilgili veriler Student T testine tabi tutulmustur. Imidacoprid icin her iki 6rnek matrisinde
ortalama ME degeri ve ortalama t degeri, sirasiyla, %7.27 ve 4.075 olarak hesaplanmistir. Dimethoate
icin ise aynm1 degerler sirasiyla %13.53 ve 2.785 olmustur. Hesaplanan deger; tablo degeri olan [%95
giiven seviyesinde ve n-1 serbestlik derecesinde (5-1) tubio,s, 0.0s degeri olan] 2.77°den fazla olmasi
durumunda fark 6nemli az olmas1 durumunda 6nemsiz kabul edilir. ilgili hesaplamalarin detay1 Cizelge
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3. ve 4.’te verilmistir. Her iki pestisitte matris etkisi onemli bulunmustur. Bu nedenle tiim kantitatif
hesaplamalar ve tiim geri alim hesaplamalar1 matrisli standart kalibrasyonu ile yapilmistir.

Alikonma zamanlar1 (retention time, ry) tekrar edilebilirligi matrisli kalibrasyonla hesaplanmigtir
(Rashid ve ark., 2010). Imidacloprid i¢in MCaolden b. V& MCstark p. da ortalama (n=90) alitkonma zamani,
%0.1180 RSD ile 5.459 olarak bulunmustur. Dimethoate i¢in ise ilgili deger, % 0.285985 RSD degeriyle
5.548 olmustur(n=90).

Geri alim (Recovery) ve Kesinlik (Precision)

Geri alim ¢alismasi1 0.1MRL, 1.0 MRL, 10.0 MRL diizeyinde bir pestisit etkili maddesi i¢in iki
elma ¢esidinde, ii¢ fortifikasyon seviyesinde 5 analitik porsiyonda ve LC-MS/MS e 3 enjeksiyonla
toplam 90 adet veri ile gerceklestirilmistir. Ancak Dimethoate’da 0.1 MRL (0.002 mg/kg seviyesinde
analiz sonuglar1 IDL ve dolayistyla EMDL diizeyinin altinda kalmis ve geri alim elde
edilememistir.Dolayisiyla dimethoate igin MV 60 veri ile yapilmistir. Her iki pestisit i¢in tiim metot
validasyon ¢alismas1 150 veri ile yapilmistir.Geri alim degeri, geri alinan pestisit seviyesinin uygulanan
fortifikasyon seviyesine boliinmesi ile ede edilir.imidacloprid icin (3 fortifikasyon seviyesi, n = 45)
Golden D Orneginde geri alim degerleri %72.85-113.88 arasinda , RSD degeri ise ortalama %10.09
olarak bulunmustur. Starking D elma 6rneginde ise geri alim degerleri %71.14-111.27 arasinda, RSD
degeri ise %11.77 olarak bulunmustur(Cizelge 5.). Imidacloprid i¢in tiim metdun geri alimi (n=90)
%94.12 RSD ise %11.28 olmustur.Dimethoate i¢in (F2 ve F3, n = 30) Golden D 6rneginde geri alim
degerleri %78.51-89.97 arasinda, RSD degeri ise ortalama %4.21) olarak bulunmustur.

Cizelge 3. Imidacloprid’in olusturdugu matris etkisinin 6nemlilik testi (Student t testi).

SC-MCggigenoKarsilastirmasi SC-MCstarkingo Karsilastirmasi
Kalbirasyon Diizeyleri
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
X, enjekte edilen
iktar (pg/ul) 20 50 100 200 5 20 50 100 200
Y.... goziicd 34274 66673 169333 341035 623958 34274 66673 169333 341035 623958
kalibrasyonu
Y matr Matris
kallbsrgzygxxe(ig/ml 35600 78050 185500 350990 640334 3582148 7814686 18501004  351360.60  640884.3
esdegeri)
Fark, Ymo-Y..=d; 1326 11377 16165 9955 16376 134748 1147386 1567504 10325690  16926.3
Farklarin -11039.8 -11189.854
ortalamasi (d)
Farklarin standart 6131.702675 6058.766283
sapmast (SD)
Ort. t=d+/n/SD 4.075
ort. ME, % 7.27

Cizelge 4. Dimethoate’n olusturdugu matris etkisinin dnemi (Student testi)

SC-MCggigenpKarsilagtirmasi SC-MCstarkingpK arsilastirmasi
Kalbirasyon Diizeyleri
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
X, enjekte edilen
miktar (pg/ul) 20 50 100 200 5 20 50 100 200
Y gozucu 899924 2099212 4967486 1011587 18875283.33 899924 2099212 4967486 1011587 18875283.33
kalibrasyonu
Y marr Matris
kallbraSygnu(lg/ml 779484 1989901 4839948 9589987 1832904 776726 1998912 4833724 9399938 18319999
seq, ornek
esdegeri)
Fark; Ymar-Y..=d; 120440 109311 127538 525890 546259.333 123198 100300 131762 513939 555284.333
Farklarin 285887.6667 284806.6667
ortalamasi (d)
Farklarin standart 228504.2865 228715.1586
sapmast (SD)
Ort. t=d+/n/SD 2.785
Ort. ME, % 13.53
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Cizelge 5. QUEChERS metoduyla yapilan geri alim ¢aligmasinda her iki pestisit ve her iki elma matrisi i¢in elde
edilen, geri alim ve RSD degerleri.

Pestisit Matrikscoiden D Matriksstark b
Fortifikasyon, mg/kg Gerialim, % RSD, % Geri alim, % RSD, %
Dimethoate ~ 0.02-0.2 78.51-89.976 421 71.82-96.71 9.77
Imidacloprid  0.05-5.0 72.85-113.88 10.09 71.14-111.27 11.77
Dimethoate i¢in metodun geri alimi (n=60) ; %94,12  RSD %11.28
Imidacloprid igin metodun geri alimi (n=90) ; %82.57, RSD %7.74
TOPLAM Imidacloprid ve dimethoate geri alim degeri ortalamas1 %88.34, RSD %7.72

Tiim metodun geri alimi (n=150) %89.50,, RSD %12.02

Starking D elma 6rneginde bu degerler%71.82-96.71 ve %9.77 olmustur. Dimethoate i¢in tiim
metodun geri alimi ise ( n=60) %82.57, RSD ise%7.74 olarak bulunmustur(Cizelge 5.). Her iki elma ve
2 pestisit geri alim degeri ortalamasi1 %88.34 (RSD=%7.72) olarak bulunmustur. Tiim metodun (n=150)
geri alimi%89.50, RSD ise %12.02 olarak bulunmustur

Tartisma ve Sonu¢

Bulunan geri kazanim sonuglar istenen geri kazanim araligina (%70-120) tekrarlanabilirlik sartt
i¢in belirtilen degerlere (RSD <%20) uygundur (SANCO, 2013). Nitekim, Aysal ve ark. (2007), Temur
ve ark. (2012) galigmalarinda geri alimlar1 olmasi gereken limitler iginde bulmuslardir. Yine benzer
sekilde, Aysal ve ark. (2004) ¢alismalarinda %93; Lehotay ve ark. (2005) %95+10 arasinda; Lesueur ve
ark. (2008) %70-110 arasinda; An and Shin (2011) %76.40-120 arasinda ve Lemes ve ark. (2014) %84-
100 arasinda gerialim elde etmiglerdir. Bu verilerin hepsi SANCO (2013)’de belirtilen geri alim
limitlerine uygundur. Her 2 pestisit i¢gin bulunan EMDL degerleri MRL degerinden kiigiik oldugu i¢in
QUEChERS metodu laboratuvar kosullarimizda analiz i¢in uygundur. Caligmada 5-200 ng/mL
konsantrasyon sinirlarinda kalibrasyon dogrusalligi arastirilmistir. Coziicli kalibrasyonu ve her iki
matrisli kalibrasyonda, korelasyon katsayisi (r) ve relatif kalintisal standart sapma (Sayyn-2) olmasi
gereken limitler i¢inde (I > 0.999 ve Sy n-2= <0.1) bulunmustur. Bunlardan bagka kromatografik tekrar
edilebilirlik, matris etkisinin Oneminin aragtirtlmasi ve diger MV parametreleri de caligmada
degerlendirilmistir.

Ozetle calisma siiresince metot validasyonu parametreleri tek tek degerlendirilmis ve
hesaplanmistir. Bulunan degerler AB SANCO dokiimanlarinda belirtilen limitler ile karsilastirtlmistir.
Bu bulgular ile QuChERS analiz yénteminin elmalarda imidacloprid ve Dimethoate analizi i¢in olmas1
gereken MV performans limitleri laboratuvarimiz analiz kosullarinda saglanmustir.

Tesekkiir
Bu calisma, COMU BAP Koordinatorliigii tarafindan desteklenen FBA-2014-389 kodlu projeden iiretilmis olup dzeti
Tiirkiye VI. Bitki Koruma Kongresi’nde sunulmustur.
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