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oz

Bu ¢alismada; 1s1l islem g6rmiis siitlerde organik klorlu pestisit tayin yontemi gelistirilmesi ve gelistirilen
yontem ile piyasadan satin alinan UHT ve pastorize stt 6rneklerinde pestisit analizi yapilmast amaglanmustir.
Calismada stt 6rneklerinde 18 organik klotlu pestisit bilesiginin (aldtin, 4,4-DDD, 4,4-DDE, 4,4-DDT,
dieldrin, o— endosulfan, 8 — endosulfan, endosulfan - sulfat, endrin, endrin aldehit, endrin keton, a-HCH, {3-
HCH, y-HCH, 6-HCH, heptaklor, heptaklorepoksit, metoksiklor) tayini icin siit ve siit yagina yonelik iki
farklt ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Ornek hazirlama asamasinda bilesiklerin siit ve siit yagindan
ayrilmast icin stvi/svi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Ornekler GC-MS/MS cihazi ile analiz edilmistir.
Metodun giivenilirligini gdstermek i¢cin metot validasyonu yapimustir. Kantitatif analiz icin i¢ standart olarak
pentakloronitrobenzene bilesigi kullanilmustir. Algilama sinirt her iki metot icin 0.36 -1.11 pg/kg araliginda
elde edilmistir. Bu degerler Tiirk Gida Kodekst tarafindan belitlenen en yiiksek kabul edilebilir degerlerin
altindadir. Flde edilen metotla 60 UHT ve 27 pastOrize st 6rnegi analiz edilmis fakat pestisit kalintisina

rastlanmamugstir.
Anahtar kelimeler: UHT ve Pastorize Stt, Kalinti, Organik Klotlu Pestisit, GC-MS/MS

DETERMINATION OF ORGANOCHLORINE PESTICIDES IN UHT AND
PASTEURIZED MILK

ABSTRACT

This study was carried out for developing methods for detecting pesticides in heat treated milks and
for analysis of organo chlorinated pesticides in UHT and pasteurized milks. Two methods of
extraction were performed from milk and from milk fat. Eighteen organochlorinated pesticides
(aldtin, 4,4 -DDD, 4,4 -DDE, 4,4'-DDT, dieldtin, a-endosulfane, B-endosulfane, endosulfan-
sulphate, endrin, endrin aldehyde, endrin ketone, a-HCH, 3-HCH, y-HCH, 6-HCH, heptachlor,
heptachlorepoxide, metoxychlor) were searched in the milk samples. Liquid/liquid extraction was
used to separate the compounds from milk and milk fat. The samples were analyzed by GC-MS/MS.
Method validation was performed in the study. Internal standard pentachloronitrobenzene was used
to quantify the results. The limit of detection (LOD) of the methods was obtained between 0.36-1.11
ug/ke. These values were below the maximum residue levels of Turkish Food Codex. Sixty UHT and
twenty seven pasteurized milk samples were analyzed, but no residues of the pesticides were detected.
Keywords: UHT and pasteurized milk, residue, organochlorine pesticides, GC-MS/MS
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GIRIS
Pestisitler zararlt bécek ve bitkilerin yok edilmesi,
uzaklastirilmast veya etkilerinin azaltilmasi i¢in
kullanilan madde ve madde karistimi olarak
tanimlanirlar (Anonymous, 1999). Tarimsal ilaclar
kullanllmadigs takdirde tarimsal triinlerin % 40
diizeyinde azalacagi ve bundan dolay: da tarimsal
laglarin  kullanilmama gibi bir seceneginin
olmadigy, asil problemin pestisitlerin bilingsizce
kullanilmalart oldugu belirtilmektedir (Pala, 2018).
Zirai micadele amaclt olarak kullanidan tarim
ilaglari, ¢evre ve gidalar araciigi ile insan
viicuduna alinmakta, kan, st ve yag dokusunda
birikmekte ve uzun yarilanma Smiirleri nedeniyle
yasam siresince vicutta kalarak ciddi saglik
sorunlarina yol acmaktadirlar. Diger yandan
sttteki pestisit kalintilart stit Griinlerine gecerek
insan sagligi acisitndan daha tehlikeli boyutlara
ulagabilmekteditler (Akytiz ve Bakirci, 1991;
Karakaya ve Boyraz, 1992). Pestisitler stite
hayvanin ilaglanmast ya da hayvanin bulundugu
ahirin  dezenfeksiyonu  sirasinda  hayvanin
solunum ve deri yoluyla ilact almasi, tarlalarin
ilaclanmast  sirasinda  hayvanin ilaca maruz
kalmasi; hayvanin yedigi yemler ve su ile
bulasmasi, gerekli koruyucu 6nlemler alinmadan
yapian ilaclamalar sonrasinda siit kaplarinin ve
sagim ekipmaninin pestisitlerle bulasmast seklinde
olabilmektedir (Kavas ve Kinik, 2002). Ulkemizde
Turk Gida Kodeksi kapsaminda ¢ikarilan esitli
tebliglerde pestisitlerin gidalarda bulunmasina izin

verilen MRL diizeyleri belirlenmistir
(Anonymous,  1997;  Anonymous, 2004,
Anonymous, 2007).

Pestisitler; kullanildiklart zararli grup, kimyasal
yapi, toksisite, formilasyon sekli, kullanma
teknigi, ilacin fiziki hali, etki sekli, zararlinin
biyolojik  doénemi, kontrol ettigi zararlinin
bulundugu  yer  gibi  kriterlere  gbre
stniflandirimaktadir  (Oztiirk, 1990). Organik
klorlu pestisit grubunda bulunan bilesiklerin
tamamu yapilarinda karbon-klor baglart da dahil
olmak tzere, karbon, klor, hidrojen ve oksijen
bulundurmalari, siklik karbon halkasmna sahip
olmalari, suda ¢oziinmemeleri fakat yagda iyi
¢cozlinmeleri gibi bir¢ok ortak Ozellik tasirlar
(Giiveng, 2008). Bu gruptaki pestisitler kimyasal
acidan diger pestisit gruplarina gére c¢ok daha
dayaniklidirlar ve cevredeki bu dayanikhiliklart

yillarla 6l¢iiliidiir (Stefanelli vd., 2004). Ulkemizde
organik klorlu pestisit kullanimi 1985 yilinda
tamamen yasaklanmistir (Acara, 20006).

Pestisitlerin bitkisel ve hayvansal kékenli gidalarda
analizi icin birden fazla metot gelistirilmistir.
Gegmiste aldrin, lindan, DDT ve izometleri gibi

bilesiklerin analizinde kolorimetrik ve
kromatografik  yontemlerden faydalanilmustir.
Kromatografik  yontemler  arasinda  kagit

kromatografi, ince tabaka kromatografi ve gaz
kromatografi (GC)-elektron yakalama detektori
(ECD) yer almaktadir. Bu bilesikler yapilarinda
klor icerdiklerinden dolayt GC-ECD ile olduke¢a
duyarli  sonuglar elde edilmistir.  Ancak
ginimiizde GC-ECD’den ¢ok daha fazla duyarls,
GC-MS/MS cihazlar1 kullanilmaya baslamistir.
Sit gibi yag igeren Orneklerin analizinde
ckstraksiyon icin; asetonitril, hekzan/aseton,
aseton, petrol eteri, etil asetat, metilen klorid ve
kloroform gibi organik ¢cozucller
kullanilmaktadr. Siitten stit yaginin
ckstraksiyonunda ise asetonitril ve petrol
eterinden  faydalandmaktadir  (Who, 1979;
Giveng, 2008).

Maitre vd. (1994), Arjantin'de 1988-1990 yillart
arasinda 120 pastOrize siitte pestisit varligini tespit
etmek amactyla inceledikleri siitlerin %98'inde
heptaklor ve tirevlerine, 30 stt 6rneginde o-
endosiilfan ~ ve  [-endosilfan  kalintisina
rastlamiglardir. Bulunan kalintilarin  tolerans
limitinin ~ tzerinde  oldugu  belitlenmistir.
Ispanya'daki bir marketten alinan 97 adet % 3.2
yag iceren siit 6rneklerinde organik klorlu pestisit
kalintist tizerine bir calisma yapilmustir. Calismada
iki basamak saflastirma islemi uygulanmistir. Tlk
saflastirmada 4,4 -DDE, aldrin ve heptaklor
bilesikleri icin eliisyon ¢oziictist olarak #-hekzan,
ikinci  temizleme  basamaginda  dieldrin,
heptaklorepoksit, DDT ve izomerleri, HCH
grubu ve klordan igin ise eliisyon ¢oziiclisii olarak
n-hekzan:metilenklorid ~ (1:1)  kullanilmustir.
Bakilan 97 siit 6rneginin %1 - 95.5'inde aranilan
pestisitlerin kalintisina rastlanilmig ve bazilarinin
MRL degerinin tizerinde oldugu belirlenmistir
(Martinez vd., 1997). Hindistan'da 1993-1996
yillart arasinda farkli mevsimlerde toplanan 75 siit
orneginde aldrin, o3,y HCH, DDT ve izomerleri,
heptaklor ve izometlerinin  kalintisina  ve
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mevsimler arasindaki kalinti miktar dagilimina
bakilmistir.  Calismanin  sonunda, sonbahar
mevsimindeki stitlerde daha fazla kalinti miktarina
rastlanmustir. Analizi yapilan 6rneklerde yaz ve kis
aylarinda kalintisina rastlanilan  aldrinin, yaz,
sonbahar, kis aylarinda rastlamlan HCH ve
toplam heptaklorun, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan belirlen MRL (strastyla 0.15,
0.1 ve 0.15 pg/kg) degerinin tzerinde oldugu
bildirilmistir (Jonh vd., 2001). Ciscato vd. (2002);
Brezilya'da 94 pastorize sit ve 38 pastOrize
edilmemis sit olmak tzere toplam 132 siit
orneginde organik klorlu pestisit, organik fosforlu
pestisit, karbamat ve sentetik piretroid pestisit
gruplarindan 78 bilesik kalintisina bakmislardir.
Analiz sonuglarina gére, pastdrize olmayan 38 siit
6rneginin % 10.2'sinde endostilfan, 94 pastorize
stt 6rneginin % 8.5'inde endosilfan, % 1.1'inde
o-HCH  saptanmustir. Kampire vd. (2011);
Aftrika'nin Kampala sehrindeki
sipermarketlerden aldiklart 54 ¢ig siit ve 47
pastorize stut 6rneklerinde aldrin, dieldrin, lindan,
o, B-endostlfan, DDT ve izometleri kalintisina
rastlamislaridr.

Ulkemizde Kahramanmaras, Van ve Manisa
illerinde anne siti tzerinde yapian ¢alismalarda
incelenen  6rneklerde  pestisit  kalintisina
rastlandmistir (Exrdogrul vd., 2004; Cok vd., 1997).
Keskin (2008), Ekim 2005-Aralik 2007 yillart
arasinda 41 farkli ilden gelen 124 ¢ig stit 6rneginde
pestisit kalintisina rastlamustir. Samsun’un gesitli
ilcelerinden toplanan 100 ¢ig stt Orneginde
aranidlan  pestisit  kalintisina  rastlanilmamistir
(Giiveng, 2008). Ulkemizde 30 adet inek siitiinde
organik klorlu pestisitlerden DDT, «a-HCH, HCB
ve aldrin, 29 adet inck siitlinde organik fosforlu
pestisitlerden  ise  triklorfon,  malatiyon,
diazinonun kalinti miktari incelenmis ve incelenen
inek orneklerinin - hicbirinde  aranilan
pestisitlerin kalintisina rastlanilmamistir
(Anonymous, 2012).

sutu

Yukarida 6zeti verilen ¢alismalarda bakilan pestisit
sayist stnirlt duzeydedir. UHT siitlerde calismaya
rastlanllmamistir. Yapilan bu c¢alismada UHT ve
pastorize sitler icin dogrudan siitten ve ayrica siit
yagindan olmak tizere farkli ortamlardan sivi /s1vi
ekstraksiyon yontemiyle pestisit analiz metodu
gelistirilmesi ve gelistirilen yontemle de toplamda

87 UHT ve pastorize sit orneklerinde 18 farkli
pestisit bileseni yoniinden analizi amaglanmustir.
Elde edilen sonuglar her giin icmekte oldugumuz
sttlerin pestisit kalintist yoniinden ne kadar risk
tastdiginin  ortaya konmasi bakimindan 6nem
tasimaktadir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Calismada Gaz kromatografi-kiitle

spektrometresi olarak Thermo Electron Trace
2000 GC - Thermo Electron Polaris Q Iyon Trap
(Germany), azot altinda buhatlagtirma sistemi
olarak Peak Scientific Inc. (Scotland) ve pestisit
standart  ¢ozeltisi  olarak 2000  mg/kg
konsantrasyona sahip karisim kullandmistir (Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Germany). Karisimin
icerdigi pestisit bilesikleri; « — HCH, § — HCH, vy
- HCH (Lindan), 6 — HCH, Heptaklor, Aldrin,
Heptaklorepoksit, o — endosiilfan, 4,4 DDE,
Dieldrin, Endrin, 8- Endostlfan, 4,4 DDD,
Endrin aldehit, Endostlfan sulfat, 4,4 DDT,
Endrin keton ve Metoksiklor olmak tizere toplam
18 kadardir. ¢ standart cozeltisi olarak ise 100
mg/kg konsantrasyon degerine sahip pentakloro
nitrobenzen kullanilmustir  (Absolute Standarts
Inc.,USA).

Calismada analizi yapilan pastérize ve UHT siit
ornekleri  Kocaeli ili  Gebze ilgesindeki
siipermarketlerden, Mart—Agustos 2012 tarihleri
arasinda 5 farklt UHT stit ve 3 farkl pastorize siit
markast olacak sekilde, her marka kendi icerisinde
farkh partileri temsil edecek sekilde (Anonymous,
2012) satin alinmustir. Her bir drnegin miktart 1
L'dir. Pastbrize siit Ornekleri soguk zincirde
laboratuvara getirilmis ve analiz yapilana kadar -
18 °C'de, UHT sit oOrnekleri ise + 4 °C'de
saklanmistir. Alinan siit 6rnegi markalar buytk
harflerle kodlanmistir. Orneklerin kodlart (A’dan
H’ye) ve sayilari (kodun sagindaki rakam) soyledir:
UHT st olarak A-12, B-12, C-12, D-12, E-12;
pastorize sttlerden F-9, G-9 ve H-9. Béylece
toplam 87 6rnek analiz edilmistir.

Yoéntem
Pestisitlerin ekstraksiyonunda iki farkli yontem
gelistirilmistir.  Birinci  yontemde  pestisitler

dogrudan siitten, ikinci yontemde ise pestisitler
st yagindan ekstrakte edilmistir. Her iki
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yontemde de ekstraksiyon metodu olarak stvi/stvi
ekstraksiyonu kullanilmistir. Calisma boyunca siit
orneklerindeki pestisit analizlerinde ayni Gaz
Kromatografi ve Kiitle Spektrofotometri (GC-
MS/MS)  kullanilmistir.  Sonuclarin  kantitatif
olarak degerlendirilmesi i¢in i¢ standart yontemi
kullanilmistir. Elde edilen metotlarin
guvenilirligini ispatlamak icin her iki metodun
metot  validasyonu ve  belirsizlik  biitcesi
hesaplanmistir.  Metotlarin — gelistirilmesi  i¢in
literatirde yapilan bircok calismadan
faydalanilmistir (Maitre vd., 1994; Mallatou vd.,
1997; Martinez vd., 1997; Jonh vd., 2001; Ciscato
vd., 2002; Ghidini vd., 2005; Lehotay, 2000;
Ridgway vd., 2007; Paya vd., 2007; Weber vd.,
2008; Anonymous, 2009; Kampire vd., 2011).

BULGULAR VE TARTISMA

Standartlarin hazirlanmasi ve GC-MS/MS’de
okunmasi

Bunun icin 2000 mg kg-'konsantrasyonuna sahip
18 klotlu pestisit standart ¢ozeltisi ve 100 mg/kg
konsantrasyonuna sahip pentakloro nitrobenzen
i¢ standart ¢ozeltisinden 1 mg/kg konsantrasyo-
nunda bir karisim hazirlanmis ve GC-MS/MS’de
okumast yapilmustir. Analizlerde iyon kaynag,
enjeksiyon ve ara baglanti sicaklik degerleri
strastyla 230 °C, 280 °C ve 280 °C olmustur.
Tastyict gaz olarak yiksek saflikta 1 mL/dk sabit
akis hizinda helyum kullanilmugtir.  Splitless
enjeksiyon  kosulunda, kiitle spektrometre
kisminda iyonlastirma tirti olarak EI (elektron
etki iyonlastirma) teknigi kullanilmistir. GC
kolonu olarak 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um film
kalinhgr HT-5  Ozelliklerine  sahip  kolon
kullantlmistir. GC kisminda kullanilan  sicaklik
programu Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. GC sicaklik programi
Table 1. Temperature program of GC

Hiz (°C/dk)

Sicaklik (°C)

Bekleme Zamant (dk)

Speed (°C/Min) Temperature (°C) Holding time (Min)
Baslangic - 75 0
Begining
B1.r1nc1 adim 3 190 5
First step
Ikinci adim
Second step 6 250 3

Bu yontemle Sekil 1'deki kromatogramda
gorildigi gibi bilesiklere ait piklerin tam olarak

ayrilmast saglanabilmistir. Bilesiklere ait alikonma
zamanlatt Cizelge 2'de verilmistir.

Cizelge 2. Calismada kullanilan 18 organik klorlu pestisitin ve i¢ standardin alikonma zamanlari
Table 2. Retention times of 18 chlorinated pesticides and inner standard used in the study

Bilesik Alitkonma Zamant (dk)  Bilesik Altkonma Zamani (dk)
Compound Retention time (Min) Componnd Retention time (Min)
o - HCH 14.86 Dieldrin 23.22

g -HCH 15.57 Endrin 23.93
Pentakloronitrobenzen 15.90 - Endostlfan 24.14

v - HCH (Lindan) 16.55 4,4-DDD 24.40

0- HCH 16.98 Endrin aldehit 24.68
Heptaklor 18.61 Endostilfan siilfat 25.42
Aldrin 19.85 44' - DDT 25.62
Heptaklorepoksit 21.29 Endrin keton 26.89

o- Endosilfan 22.36 Metoksiklor 27.41
4,4-DDE 23.11
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Sekil 1. Calismada kullanilan 18 klorlu pestisit standardinin GS-MS/MS kromatogrami
Figure 1. GS-MS/MS Chromatogram of 18 chlorinated pesticides standards used in the study

Metot olusturulurken, belirlenmesi gereken diger
iki parametre de, MS kisminda iyonlagma tizerinde
etkili olan voltaj (V) ve izole edilmis iyon (7/z)
degerleridir.  Bu  degerler g6z  o6ntinde
bulundurularak hedef analitlerin kantitatif Slcimut
yapimistur. Elde edilen degetler Cizelge 3'te
verilmistir.

MS kisminda bilesiklerin dogru bir sekilde
kantitatif tayinlerinin yapilmast i¢in bilesiklere ait
olan izole edilmis Grlin iyonlarinin tam olarak elde
edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in de molekl
lzerine uygulanan voltaj 6nemli bir parametredir.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi

Kalibrasyon egrilerinin olugturulmasi amaciyla
calismada kullanilan pestisitlerin  izin verilen
maksimum kalinti limit konsantrasyon degetleri

gbz 6ntnde bulundurularak 18 klorlu pestisit
standart karisimi ve i¢ standart ile kalibrasyon
cozeltileri  hazitlanmistir.  Standart  olarak
kullanilan 18 klorlu pestisit karisimi icin 100
mg/kg konsantrasyonunda Dbirinci ara  stok
cozeltisi ve bu c¢ozelt kullanilarak 2 mg/kg
konsantrasyonunda ikinci ara stok ¢Ozeltisi
gravimetrik olarak hazirlanmistir. ¢ standart
olarak kullanilan 100 mg/kg
konsantrasyonundaki i¢ standarttan ise 2 mg/kg
konsantrasyonunda ara stok ¢Ozeltisi gravimetrik
olarak hazitlanmistir. Daha sonra 2 mg/kg'lik ana
bilesen ve i¢ standart stok ¢ozeltileri kullanilarak 5
farkli konsantrasyon seviyesinde gravimetrik
olarak kalibrasyon cozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilerde, ana bilesenlerin  konsantrasyon
degerleri her bir ¢o6zeltide farkli, i¢ standart
cozeltisinin  konsantrasyon degeri ise her bir

ve
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cozeltide aynidir. Cozich olarak asetonitril
kullandmustir.  Cizelge  4'te  kalibrasyon
cozeltilerinin konsantrasyon degetleri (ug/kg) ve
Cizelge 5'te kalibrasyon egrisinden elde edilen

determinasyon katsayilari (R?) verilmistir. Cizelge
5de gorilecegi tUzere R2 degetleri 0.99’un
tzerindedir.

Cizelge 3. MS/MS Metot Parametreleri
Table 3. Parameters of MS/MS method

Bilesik Compound IZOleIf,jgjf;i ;}(;r/l ém/ 2) ﬁ%%/mmig VXZZ?V)
Aldrin 262.9 364.91 0.8
44-DDD 235.1 320.04 2
44-DDE 246.1 318.02 2
44-DDT 235.1 354.49 0.8
Dieldrin 263.0 380.91 1.4
o — Endosiilfan 241.0 4006.95 2
8 — Endostlfan 243.0 4006.93 2
Endostlfan siilfat 271.9 42292 0.8
Endrin 243.0 380.91 2
Endrin aldehit 345.0 380.91 1.5
Endrin keton 316.9 346.46 2
o - HCH 181.0 290.83 2
g-HCH 181.0 290.83 2
0 - HCH 181.0 290.83 2
vy - HCH 181.0 290.83 2
Heptaklor 2719 373.32 1
Heptaklorepoksit 253.0 389.32 2
Metoksiklor 227.2 345.65 1
Pentakloronitrobenzen 236.9 295.36 1
Cizelge 4. Kalibrasyon ¢ozeltileri konsantrasyon degetleti (ug/kg)
Table 4. Concentration values of calibration solutions (ug/ kg)

Seviye Ana bilesenler (18 klorlu pestisit) I¢ standart

Level Main compounds (18 chlorinated pesticides) Inner standard

A 50 250

B 100 250

C 250 250

D 500 250

E 750 250

Pestisitlerin siitten ekstraksiyon metodu
Oda sicakligina getirilen 20 g siit numunesi cam
kavanoza koyulmustur. Uzerine pestisit standart

¢cozeltisinden 105 pl. ve i¢ standart ekleme
yonteminin uygulanmast amactyla 105 pL i¢
standart ¢Ozeltisi  eklenmistir. Daha  sonra
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kavanoza 60 mL petroleteri:etilasetat (3:2) ¢oziicii
karisimi ilave edilip, numune bes dakika vortekse
tabi tutulmustur. Vorteks isleminden sonra
numune ve c¢ozicl karistmi 20 dk boyunca
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Diger tarafta,
ornek icerisindeki suyu uzaklastirmak icin, 15 cm
i¢c ¢apa sahip cam huniye 6nce bir miktar cam
yuni ve tlzerine 30 g susuz sodyum stlfat
koyulmustur. Sodyum stlfat, yapilacak isleme
hazirlanmasi i¢in 10 mL petroleteri:etilasetat (3:2)
¢6zict karisimi ile 1slatilmistir. Huninin altina 250
mL'lik buhatlasurma balonu yetlestirilmis ve
ultrasonik banyodan alman numunenin st
kismindaki petroleteri:etilasetat (3:2) ¢oziicii fazi
cam huniye hazirlanmis olan sodyum silfattan
gecirilmigtir. Kalan siit numunesinin Uzerine
tekrar 30 ml petroleteri:etilasetat (3:2) ¢ozict

karistmut eklenerek ultrasonik banyoda 10 dakika
daha bekletilmis ve daha sonra yine ist faz
alinarak sodyum siilfattan gecirilmistir. Son olarak
10 mL petroleteri:etilasetat (3:2) ¢6zict karigimi
daha eklenmis, kavanozun kapagi kapatilmis ve 1
dakikalik vorteksin ardindan ¢oziict fazt sodyum
stlfattan gecirilmistir. Kalan kismin tamami cam
huniye aktarilmis ve numune sisesi ti¢ defa 5 mL
petroleteri:etilasetat (3:2) ile ytkanarak huniye ilave
edilmistir. Céziici karistmi ve numune huniden
iyice  stzildikten sonra, sizinti doner
buhatlastirictda 1 ml.'den daha az kalana kadar
buharlastirilmistir. Déner buharlastiricidan alinan
balon petroleteri:etilasetat (3:2) ¢bziicii karisimi ile
iyice yikanarak 10 mL'lik siselere alinmigtir. Daha
sonra karisimin miktart azot altnda 3 g'a
indirilmistir.

Gizelge 5. Kalibrasyon egrisinden elde edilen R? degerleri
Table 5. R? values obtained from calibration curve

Bilesik R2 Bilesik R2
Compound Compound

o - HCH 0.9986 Dieldrin 0.9952
B -HCH 0.9984 Endrin 0.9982
y - HCH (Lindan) 0.9982 8- Endostilfan 0.9967
0 - HCH 0.9983 44'-DDD 0.9983
Heptaklor 0.9972 Endrin aldehit 0.9985
Aldrin 0.9987 Endostlfan stlfat 0.9981
Heptaklorepoksit 0.9974 44'-DDT 0.9991
o - Endostlfan 0.9991 Endrin keton 0.9980
44'-DDE 0.9983 Metoksiklor 0.9969

Elde  edilen  ekstraktin = safsizliklarindan hekzan kullanilmistir. Buharlastirma balonunda

arindirlmast i¢in 30 cm boy ve 1.5 cm i¢ ¢apa
sahip olan cam kolon icine 6ncelikle bir miktar
cam yund koyulmustur. Daha sonra 8 g florisil
(675 °C de aktive edilmis) ve 2 g susuz sodyum
stlfat eklenmistir. Kolonun sartlandirilmast icin
20 mL #-hekzan kullanidmistir. Kolon kurumasina
izin verilmeden, 3 g ekstrakt kolona ylklenmistir.
Yikleme isleminden sonra ekstraktin bulundugu
cam sise iki defa 3 mL #-hekzan ile yikanarak
kolona aktarilmistir. Eliisyon islemi i¢in 50 mL 7-

toplanan karisima tutucu olarak 100 pL izooktan
ilave edilmis ve karisimin c¢ozicisi 1 mlL'den
daha az kalana kadar buharlastrilmistir. Doner
buharlastirictdan  alinan  balon  #-hekzan ile
yikanarak 10 mD'lik cam siselere alinmistr.
Numunenin son miktari azot altinda 500 mg'a
indirilip 0.2 pm'lik PTFE filtreden gecirilerek 1.5
mL'lik GC sisesine aktarilmis ve GC-MS/MS
cihazinda analiz edilmistir. Bu metoda ait GC-
MS/MS kromatogramt Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Pestisitlerin stitten ekstraksiyonunun GC-MS/MS kromatogrami
Figure 2. GC-MS/MS chromatogram of pesticides extraction from milk

Pestisitlerin  siit
metodu

Oda sicakligina getirilen 200 g stit numunesi 1000
mL'lik ayirma hunisine koyulmustur. Icerisine
once pestisit standart ¢ozeltisinden 105 pL ve 105
pl ic standart ¢Ozeltisi, sonra sitl yagin
ayrilmasina hazirlamak i¢in 200 ml aseton
eklenmistir. Daha sonra ayirma hunisi icerisindeki
karistm 10 dakika siire ile disperser 6rnek
parcalayict kullanilarak karistirlmistir. Sonra 200
mL petrol eteri eklenerek ayirma hunisi 10 dk
boyunca elde calkalanmistir. Yaklastk 15-20 dk
icerisinde ayirma hunisinde iki faz olugsmak tizere
ayirim - gerceklesmistir.  Karisimdaki  asetonun
uzaklastirilmast icin ayirma hunisine yavas yavas
200 mL saf su eklenmis, 5dk karistirilmis ve yine
faz ayriminin olusmast icin beklenmistir. Bu
durumda ayirma hunisinde ti¢ faz olusmustur. Faz
ayriminin daha net gézlenmesi i¢in yaklastk 50 mL
etilalkol kullanilmistir. Ayirma hunisinin altinda
toplanan saf su ve aseton fazt daha sonra igerisine
100 ml petroleteri ilave edilip sivt
ckstraksiyon adimlarinin tekrar edilmesi icin bir

yagindan ekstraksiyon

Sivi

behere toplanmigtir. Ayirma hunisinin Gstinde
olusan icerisinde yag ve petrol eteri olan faz ise
polipropilen santrifiij tiiplerine almnarak 4000
rpm'de, 20°C sicaklikta 10 dk stire ile santrifijj
edilmistir. Santrifiij sonrast dst faz 500 mL'lik
buharlastirma  balonuna  aktardmistir.  Diger
tarafta, ornek icerisinde kalan eser miktardaki
suyu uzaklastirmak icin, 15 cm i¢ ¢apa sahip cam
huniye 6nce bir miktar cam yiini ve tizerine 30 g
susuz sodyum stlfat konulmustur. Santrifij
sonrast 500 mL'lik buhatlastirma balona alinan
petrol eteri ve st yagi karisimt sodyum siilfattan
gecirilerek 250 mL'lik buhatlastirma balonunda
toplanmustir. Daha sonra balonda toplanan
karistmdaki ¢6ztch déner buharlastiricida 5 ml
kalana kadar buharlastirilmistir. Buharlastirmadan
sonra balonda kalan yag 10 mL'lik cam siseye
alinmis ve balon yaklagik 2 mL petrol eteri ile
yikanmistir. Daha sonra sisede toplanan yagdaki
¢ozlcl azot altinda buharlastrilmistir. Kalan yag
numunesinin 0.5 g't 250 mL'lik buharlastirma
balonuna alinmis, tizerine 15 g sodyum silfat ve
100 mL petroleteri eklenmis, buharlastirma
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balonunun agzi bir kapak yardimiyla kapatilarak 5
dk boyunca karistirtlmistir. Bu stirenin sonunda
¢ozlicti karisimi stizgee kagidindan  stztlerek
bagka bir 250 mL'lik buharlastirma balonuna
toplanmis ve Ornek icerisindeki ¢dziici doner
buharlastirict ile 6rnek miktart 1 ml. kalana kadar

Elde  edilen  ekstraktin  safsizliklarindan
arindirilmasi, pestisitlerin - stitten  ekstraksiyon
metodunda oldugu gibi yapilmustir. Farkli olarak
10 g florisil kullanilmis, kolonun kurumasina izin
verilmeden 1 g ekstrakt kolona yiiklenmistir.
Ayrica, elisyon islemi igin 80 mlL #-hekzan

buharlastirilmistir. Buhatlastirma sonrast balonda kullantlmistir. Bu metoda ait GC-MS/MS
kalan numune en az 5 mL petroleteri ile ytkanarak kromatogrami Sekil3'de verilmigtir.
cam siselere alinmis ve daha sonra azot altinda son
miktar 1 g olarak ayarlanmis ve bu kisma
saflastirma islemi uygulanmustir.
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Sekil 3. Pestisitlerin siit yagindan ekstraksiyonunun GC-MS/MS kromatogrami
Figure 3. GC-MS/MS chromatogram of pesticides extraction from milk fat

Siitte ve siit yaginda pestisit tayini metot
validasyonlari

Sutte 18 klotlu pestisit bilesiklerinin tayinine
iliskin metot gelistirme asamasi tamamlandiktan
sonra, iki farklt analiz metodu gelistirildigi i¢in iki
metot validasyon islemi Anonymous (2009)'a gére

yapilmustir. Ikinci metotta validasyon
parametrelerinden biri olan dogrusal aralik ve
calisma araligt  birinci metotta oldugu gibi
incelenmistir. Fakat algilama sinir1 (LOD), tayin
sinirt (LOQ), dogruluk  ve  tekrarlanabilirlik
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parametreleri calismalar

yapimistir.

icin ayrt deneysel

Organik klotlu pestisitlerin bir¢ogunda yitksek
geri kazanim degetleri elde edilmistir. Calismada,
pestisitlerin sttten ekstraksiyonu ile elde edilen
geri kazamm degerleri % 83.3- 102.0 arasinda
degisirken, pestisitlerin yagdan ekstraksiyonu ile
elde edilen geri kazanmim degerleri % 67 - 86
arasinda  bulunmustur.  Pestisitlerin  slitten
ckstraksiyonu ile elde edilen LOD degetleri 0.36 -
0.56 pg kg arasinda ve LOQ degerleri 1.13-1.86
ng/ke arasinda degisim gosterirken, pestisitletin
yagdan ckstraksiyonu ile elde edilen LOD
degerleri 0.72 - 1.11 pg/kg arasinda, LOQ
degerleri  2.00-2.95 pg/kg arasinda degisim
gOstermistir. Bu calismada aranilan pestisitlerin
her birinden elde edilen LOQ degerlerinin, Turk
Gida Kodeksinde belirtilen MRL (maksimum
kalint1 limiti) degerlerinin altinda oldugu tespit
edilmistit. Bu nedenle yontem kullanilabilirlik
actsindan olumlu bulunmustur.

Yoénteme iliskin ayrica belirsizlik hesaplamalart da
yapilmustir.  Belirsizlik kaynaklari, kalibrasyon
cozeltilerinin hazirlanmasinda kullandmak tzere
hazitlanan ana ve i¢ olmak lzere iki stok ¢ozelt,
metot uygulamasinin basinda 6rnege i¢ standardin
eklenmesi, 6rnegin tartimi, 6rnegin son miktarinin
ayarlanmasi, kalibrasyon grafigi, geri kazanim ve
tekrarlanabilirliktir. Tim bunlarin
hesaplanmasinda Anonymous (2009)’den
faydalandmustir. Yapilan ¢alismada iki farkli metot
gelistirilmistir, fakat belirsizlik hesab: gelistirilen
iki metot icin de ayni adimlart igermektedir.
Belirsizlik degeri Slgiim sonucu * genisletilmis
belirsizlik % 95 giiven araliginda ve k=2 seklinde
raporlanmgtir.

Piyasadan alman UHT ve pastorize siit
orneklerinde pestisit analizleri

Bu calisma kapsaminda satin alinan 60 adet UHT
st ve 27 adet pastorize st Ornekleri Uzerinde
yapilan analizler neticesinde, aranilan 18 organik
klorlu  pestisit  bilesiklerinin ~ hi¢  birine
rastlanllmamistir.  Calisma  kapsaminda  analiz
edilen 87 adet stt 6rneginde organik klorlu pestisit
bulunamayist sevindirici bir durumdur. Benzer
sonuclar  Keskin (2008), Guveng (2008) ve
Anonymous (2012) tarafindan da ortaya

konmustur. Calismada analiz edilen UHT ve
pastorize sttlerde aranilan  organik  klotlu
pestisitlerin  kalintilarina  rastlanilmamasinin  en
onemli sebebi bu bilesiklerin  kullaniminin
tlkemizde yillar 6nce yasaklanmis olmast
gosterilebilir.  Ayrica  sttlere uygulanan 1sil
islemlerin kalintt diizeylerinde azalmalara neden
oldugu séylenebilir (Karakaya ve Boyraz, 1992).
Daha genel sonuglara ulagilmast icin, belli
bolgelerde, bir laktasyon siiresi boyunca her ay
Ornek alinarak hammaddeden son uriine kadar
analizler yapilarak ¢alismalar tekrarlanabilir.

Sonug olarak, UHT ve pastorize siit ornekleri
kullantlarak iki farkli ekstraksiyon metodu
gelistirilmis ve organik klorlu pestisitlerin tespiti
icin  GC-MS/MS  kullanilmistir. ~ Gelitirilen
metotlarin validasyonu yapilmis ve belirsizlik
bltcesi hesaplanmustir.  Yapilan ¢alismalarda,
organik klorlu pestisitler yoniinden yoéntemin
duyarliliginin, dogrulugunun ve
tekrarlanabilitliginin yeterli oldugu gérilmistiir.
Dolayistyla ¢alismada kullanilan her bir yontemin
giivenilir oldugu sonucuna varilmustir. Ilaveten,
calismada analizi yapilan 60 UHT ve 27 pastorize
stit 6rneklerinde aranilan pestisitlerin kalintisina
rastlanilmamasi insan sagligi acisindan olumlu bir
sonug olarak degerlendirilmistir. Ancak bu tirden
calismalarin ~ tim  laktasyon  periyodunu
kapsayacak sekilde hammaddeden son iiriine
kadar genisletilmesi 6nerilmektedir.
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