2. ULUSLARARASI SU VE SAGLIK KONGRESI - 2017
Makale Dili “Tiirkge”/Article Language “Turkish”

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Sularda pestisitlerin LC-MS/MS ile belirlenmesi

Zehra BALOGLU', Edibe Nurzen BOZKURT', Arzu BiNiCi

OZET
Amag: Bu calismada ekstraksiyon islemi
yapilmaksizin  sivi  kromatografisi-ucli  quadrupole

kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazina dogrudan
enjeksiyon ile icme-kullanma suyu, icme suyu, dogal
kaynak suyu ve dogal mineralli sularda pestisitlerin
kantitatif tayini icin hizli, giivenilir, etkili ve kolay bir
metot gelistirilmesi amacland.

Yontem: insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda

Hakkinda

Yonetmelik kapsaminda yer alan sulardan, 15 adet

Yonetmelik ve Dogal Mineralli Sular
icme-kullanma suyu, bes adet icme suyu, 15 adet
kaynak suyu ve 15 adet dogal mineralli su kullanarak
ekstraksiyon islemi yapilmaksizin LC-MS/MS cihazina
dogrudan analizi

enjeksiyon ile 30 pestisitin

gerceklestirildi. Elde dilen sonuclar istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Bulgular: Pestisit analizlerinde zaman, kimyasal
ve sarf malzeme masraflarinin azaltilmas1 agisindan
bir

Calismamizda,

mimkin olan en cok sayida analiti arada
analiz etmek oldukca onemlidir.
gelistirilen  metodun  performansini  gostermek
amaciyla dogrusallik, tespit ve tayin limiti, dogruluk,
tekrarlanabilirlik,  tekrariretilebilirlik ve  geri
kazanim parametreleri hesaplandi. Gelistirilen metot
sayesinde 0,020 pg/L - 0,1 pg/L araliginda tayin limiti

ile pestisitlerin es zamanli analizi gerceklestirildi.

ABSTRACT

Objective: In this study, it has been aimed to
develop a fast, reliable, efficient and easy method in
order to determine quantitative pesticides in tap water,
drinking water, natural spring water and natural mineral
waters without any extraction but with direct injection
into triple liquid chromatography and quadrupole mass

spectrometer (LC-MS/MS) instrumentation.

Methods: 15 samples of drinking-using water (tap
water), five samples of drinking water, 15 samples of
spring water and 15 samples of natural mineral waters,
which are all in the scope of Regulation Concerning
Water intended for Human Consumption and Regulation
on Natural Mineral Waters, have been analyzed for
30 pesticides by directly injecting into LC-MS/MS
instrumentation without any extraction process. Results

have been assessed statistically.

Results: In pesticide analysis, it is quite important
to analyze as much analytes as possible in one method
in order to save time and reduce cost of chemicals and
consumables. In the study, linearity,quantitation and
detection limits, validity, repeatability, reproducibiliy
and recovery parameters of the developed method have
been calculated in order to reflect its performance.
Through the method developed, synchronous analysis of
pesticides have been performed with a 0.020 pg/L - 0.1
pg/L detection limit.
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Sonug: Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda
Yonetmelikte i¢me-kullanma suyu, i¢me suyu ve
dogal kaynak suyunda maksimum kalint1 limitleri;
pestisitler icin 0,10 pg/L, toplam pestisitler icin
0,50 pg/L, aldrin, dieldrin, heptaklor ve heptaklor
icin 0,030

Mineralli

epoksit pg/L olarak belirtilmistir.

Dogal Sular Hakkinda Yonetmelik’te
ise pestisitlerin maksimum kabul edilebilir limiti
0,10 pg/L’dir.
yapilmaksizin  ESI(+)
modunda LC-MS/MS cihazina dogrudan

enjeksiyon ile pestisitlerin tayini icin hizli, guivenilir,

Calismamizda, sularda on islem

(elektrosprey iyonizasyon

pozitif)

etkili ve kolay bir metot gelistirildi. Analiz edilen
30 pestisit icin metodun tayin limiti 0,020 pg/L
ile 0,1 pg/L arasinda olup, gelistirilen metot icme-
kullanma suyu, icme suyu, dogal kaynak suyu ve
dogal mineralli sularda pestisitlerin tayini icin ilgili

yonetmeliklerde belirtilen limitleri karsilamaktadir.

Anahtar Kelimeler: pestisit, LC-MS/MS, su, metot

GIRIS

Su Kkirliliginin bircok kaynag1 vardir. Bunlar
endustri, atik suyun direkt desarji, yeralti depolama
tanklarimin ve kat1 atik depolama sahalarindaki
sizintilardir.  Diger bir kaynak havadan suya
tasinan kirleticilerdir. Bu tir kirleticilerin etken
maddelerinin degisken ve mevsimsel olmasi nedeniyle
Bu cok farkli

herbisitler ve pestisitlerin

kontrol edilmesi zordur. kirletici

kaynaklarin1 glibreler,

tarim arazilerinde kullanim1 da kapsamaktadir (1).

Pestisitlerin ~ cevredeki  sirkilasyonu  ¢ok
yonli ve karmasik bir yapiya sahiptir. Tasimim
mekanizmalarinda atmosfer, toprak ve su en

onemli
nicin 6nemli bir kirletici oldugunun sebebidir (2).

Uc etkendir ve bu durum pestisitlerin

Uluslararasi Cevre Koruma Ajansi (EPA) pestisitleri
zirai Uriinlere, insanlara veya diger canlilara zarar
verebilecek bocek, hasere, kemirgen, yabani ot,
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Conclusion: The Regulation Concerning Water
intended for Human Consumption is the given maximum
residue limits in drinking-using water, drinking water
and natural spring waters are; 0.10 pg/L for pesticides,
0.50 pg/L for total pesticides and 0.030 pg/L for aldrin,
dieldrin, heptachlor and heptachlor epoxide. Maximum
acceptability limit for pesticides in the Regulation on
Natural Mineral Waters is defined as 0.10 pg/L. A fast,
reliable, efficient and easy method has been developed
in this study to determine pesticides in waters without
any extraction but with direct injection into LC-MS/
MS instrumentation in ESI(+) (electrospray ionization
positive) mode. Detection limit of the method to analyze
for 30 pesticides is 0.020 pg/L - 0.1 pg/L. The method
developed meets the limits of the current regulations in
force regarding pesticide determination in drinking-using
water, drinking water, natural spring water and natural

mineral waters.

Key Words: pesticide, LC-MS/MS, water, method

mantar, bakteri, virtis vb. canlilarin olumsuz etkilerini
engellemek, hafifletmek, yok etmek ya da kontrol
altinda tutabilmek icin kullanilan her tirli madde
veya madde karisimi olarak tammlamaktadir (3).

Pestisitlerin cevrede uzun sure aktif kalmalar,
biyolojik birikme egilimleri ve hedef olmayan tiirlere
olan etkileri saglik ve ekosistem acisindan biyiik
tehlike olusturmaktadir. Bu yuzden pestisitlerin gida,
suve cevrede izlenmeleri; sagligin korunmasi, cevresel
degerlendirme ve kirlilik kontrolii icin gereklidir (4).

Sularda pestisit kirliligi, topraktan sizma ve tarim
arazilerinden tasinma ile yeralti sularinda ve yuzeysel
su kaynaklarinda olusmaktadir. Kimyasal olarak stabil
olan ve guclu lipofilik 6zelliklere sahip olan pestisitler,
kullanim  miktarlarinda

getirilen yasaklamalarla

onemli duslsler goriilmesine ragmen, sularda

cevre kirliligi yoniinden onemini korumaktadir (5).



Yiizey sularinda pestisit kontaminasyonu, yagmur
ve sulama sularinin karasal yiizeyi ve topragin alt
katmanlarin1 yikayarak ylizey sularina karismasi,
atmosferdeki pestisit partikullerinin gravitasyon ve/
veya yagmur ile birlikte yiizey sularina inmesi ve
sucul ortamda istenmeyen bazi bitki tiirlerini bertaraf
etmek amaci ile dogrudan suya uygulama seklinde
gerceklesir. Yeralt1 sularina karnisma ise, toprak
ylizeyindeki pestisitin, yagmur ya da sulama sularinin
etkisi ile dikey olarak asagiya hareketi sonucu
gerceklesebilir. Bu tip kirlenmenin gerceklesmesi,
pestisitin molekiiler (ya da iyonik) yapisina, suda
topragin ve alt

bilesimine, humik maddeler ve kil yapilarina adsorbe

coziinebilirligine, katmanlarin
olmus pestisitin kati-sulu faz partisyonuna ve pestisitin
o ortamdaki kararliigina baglhidir. Organik pestisitler,
organik maddesi (humik ve fulvik maddeler) yiksek
olan topraklara daha fazla tutunurlar. Bu nedenle,
organik maddesi az olan bir topraga, suda ¢oziiniirligu
goreceli olarak fazla olan pestisitler bulasirsa, dikey
hareketle yeralt1 suyuna ulasarak kirletebilirler (6).

Cevresel orneklerde, organik kirleticilerin kalinti
seviyesinde tanimlanmasi icin bircok analitik teknik
gelistirilmisti. Bu bilesikler gaz kromatografisi
(GC) ya da yiiksek basincli sivi kromatografisinin
(HPLC) icinde bulundugu cesitli olciim sistemleri ile
belirlenebilir. Polar, ucucu olmayan, termal olarak
stabil olmayan ve yiiksek molekdil agirlikli bilesiklerin
gaz kromatografisinde analizleri uygun olmadigindan,
pestisitlerin  analizlerinde vyiksek basincli  sw
yilksek  hassasiyet

ve secicilikleri nedeniyle one c¢ikmaktadir (7-9).

Son yillarda, LC-MS ve LC-MS/MS hem uygulama
hem de teknoloji gelisimi bakimindan etkileyici

kromatografisinin  kullanimi

bir ilerleme kaydetmistir. Son donemde alternatif
uygulamalarda yiksek basincta calisan enstrimental
cihazlar, yiiksek dogrusal hizda mobil faz ve 1,7 ym
gozenek capli sabit fazlar kullanilarak verimlilik
ve analiz siiresinin kisalmasinm saglamistir (10-12).

Katki maddeleri ve tampon cozeltiler, LC mobil
fazinda tekrarlanabilirligi, kararliigi ve hassasiyeti

iyilestirmek icin kullanilmaktadir. Fosfat ve borat
gibi ucucu olmayan tamponlar iyon kaynaginin hizli
kirlenmesine ve sinyal gurdltiisiiniin artmasina neden
olmaktadir. Bu durum kararlilk ve hassasiyetin

azalmas1 sonucunu ortaya cikarmaktadir (11,13-15).
GEREC ve YONTEM

Gerec¢
Bu calismada, Insani Tiiketim Amacli Sular
Hakkinda Yonetmelik ve Dogal Mineralli Sular

Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan sulardan,
15 adet icme-kullanma suyu, bes adet icme suyu,
15 adet kaynak suyu ve 15 adet dogal mineralli su
kullamld.

Kimyasallar ve Standart Maddeler

Calismada kullanmlan Aldicarb Sulfone, Aldicarb
Carbaryl,
Diuron,

Sulfoxide, Bromacil, Carbofuran,

Carboxin, Dimethomorph, Ethofumasate,
Ethoxysulfuron, Fluguinconazole, Flutriafol, Linuron,
Methidathion, Methiocarb, Methomyl, Metobromuron,
Nuarimol, Oxamyl, Paclobutrazole, Pirimicarb,
Propoxur, Thiacloprid, Thiodicarb,
Thiophanate Methyl,
Vamidothion, Zomaxide standartlarinin her biri Dr.
Ehrenstorfer’den (Referans Kimya Lab. Cih. Ltd. Sti.)

temin edildi. Pestisitlerin ana stok cozeltileri -18

Propamocarb,

Thiophanate, Triasulfuron,

°C’de, ara stoklar ve calisma soluisyonlar ise +4 °C’de
muhafaza edildi. Kullanilan asetonitril ve metanol
solventleri ile amonyum asetat kimyasali Merk’ten

temin edildi.
Yontem

Sular calkalanarak homojenize hale
getirilip, on islem yapilmaksizin 0,2 pm’lik PTFE
(politetrafloroetilen) filtreden suizildu. Vial sisesine
alindiktan sonra LC-MS/MS cihazina enjekte edildi.
Kromatografik calisma sartlari asagida belirtildi. Mobil

fazin zamana kars1 degisimi Tablo 1’de gosterildi.
Kromatografik Calisma Sartlar

LC-MS/MS ; Waters Premier XE, Kolon; ACQUITY
UPLC BEH C18 2,1x100mm, 1,7 pm, Akis hizi; 0,45
mL/dk, Enjeksiyon hacmi; 10 pL, Kolon Sicakligr;
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Tablo 1. Gradyen

Zaman(dk) Akis(mL/dk) %A %B Kurve
1 - 0,45 100 0 6
2 0,5 0,45 100 0
3 7,5 0,45 0 100 6
4 8,5 0,45 0 100 6
5 8,6 0,45 100 0 6
6 11 0,45 100 0 6

40 °C, Run Time; 11 dk, Mobil Faz; A: 2 mM NH4Ac
Su:Metanol (95:5) (v/v) kansimi, B: 2 mM NH4Ac
Su:Metanol (5:95) (v/v) kansimi, iyonizasyon Modu;
ESI(+), Des. Gaz Sicakligi ve Akisi; 400 °C ve 900 L/
saat, Source Sicakligr; 130 °C , Kapiler; 3 kV.

Validasyon Calismalar

Metodun performansin belirlemek icin,
dogrusallik, tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ),
tekrarlanabilirlik ve tekrariretilebilirlik, geri kazanim
ve dogruluk parametreleri incelendi ve istatistiksel
degerlendirmeleri yapildi.

Dogrusallk calismalar1 icin analiz  edilen
pestisitlerden asetonitril icerisinde kansim cozelti
hazirlandi ve standart madde olarak kullanildi. Stok
standart karisim 1 ppm konsantrasyondadir. Stok
sollisyondan 100 ppb ve 250 ppb ara solusyonlar elde
edildi. Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi icin
2- 5- 10- 15- 20 ppb konsantrasyonlarinda metanolde
calisma solusyonlart yapildi. Kalibrasyon standart
konsantrasyonlar1 0-20-50-100-150-200 ppt olarak
matriksde hazirland.

Tespit  Limiti Limiti
(LOQ):Pestisitlerin

belirlemek icin 50 ppt konsantrasyonda matriksde

(LOD) ve
tespit ve

Tayin
tayin  limitlerini
hazirlanan standart karisim cozeltisi 10 defa cihaza
enjekte edildi standart
sapmas1 hesaplandi. Tespit limiti (LOD) standart
sapma 3 ile carpilarak, tayin limiti (LOQ) ise standart

sapma 10 ile carpilarak belirlendi. Seyreltme faktoru

ve bulunan degerlerin
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olmadigindan cihazin tayin limiti metodun tayin limiti
olarak belirtildi.

Tekrarlanabilirlik ve Tekrariiretilebilirlik:
Kesinlik degerinin hesaplanmasi icin tekrarlanabilirlik
ve tekraruretilebilirlik calismalan yapildi.
Tekrarlanabilirlik calismalarinda iki analist tarafindan
aynm laboratuvarda, aymi cihazla ve aym gin alti
analiz

bagimsiz calisma yapilarak, sonuclarinin

birbirlerine olan yakinligi degerlendirildi.

Tekrariretilebilirlik analist
tarafindan dusuk (50 ppt), orta (100 ppt) ve yuksek

(200 ppt) olmak lzere 3 farkli konsantrasyonda ayni

calismalan icin iki

laboratuvarda, ayni cihazla ve farkli giinlerde alti
bagimsiz calisma yapilarak rastgele hata hesaplandi.
Yapilan calismalarla elde edilen ortak bagil standart
sapma (RSD) Tablo 4’de belirtildi.

Olciilen deger ile gercek degerin yakiniigim

gosteren dogruluk parametresi, geri kazanim

calismalan ile ortaya kondu. Geri Kazanim; Bu
calismada geri kazanimi belirlemek icin kor su
ornegine 50 ppt, 100 ppt ve 200 ppt olacak sekilde
analiz edilen pestisit karisim standardi spike edildi.
Yapilan analiz sonuclarinin geri kazanim degerlerinin
ortalamas1 alinarak metodun geri kazanimi olarak
hesaplandi. Metodun geri kazamim degerleri analiz

edilen her bir pestisit icin Tablo 3’de belirtildi.
BULGULAR

Ekstraksiyon LC-MS/MS
cihazina dogrudan enjeksiyon ile Tablo 2’de belirtilen

islemi  yapilmaksizin



[ ] ]
Tablo 2. LC-MS/MS Cihazinda Analiz Edilen Pestisitler
Pestisit Parent cv Product CE Product CE Alikonma
lon v) lon (1) (eV) lon (2) (eV) Zamani (dk)
1 Aldicarb Sulfone 223 25 148 10 86 14 2,04
2 Aldicarb Sulfoxide 207 16 89 14 132 10 1,91
3 Bromacil 261 16 204,9 14 187,9 28 4,58
4 Carbaryl 202 22 145 22 117 28 4,86
5 Carbofuran 222,1 28 165,1 16 123 16 4,63
6 Carboxin 236 28 143 16 87 22 4,79
7 Dimethomorph 388,1 35 300,9 20 165 30 6,03
8 Diuron 233 28 72,1 18 46,3 14 5,37
9 Ethofumasate 287,1 30 121,1 15 259,1 10 5,75
10 Ethoxysulfuron 398,9 26 261 16 218 24 5,99
11 Fluguinconazole 376 40 348,8 18 306,9 30 6,17
12 Flutriafol 302,1 26 70,2 18 123,1 29 5,24
13 Linuron 249,1 25 160, 1 18 181,1 16 5,75
14 Methidathion 303 12 85,1 20 145 10 5,45
15 Methiocarb 226 22 121 22 169 10 5,83
16 Methomyl 163 20 88 10 106 10 2,34
17 Metobromuron 259,1 25 170 20 148,1 15 5,14
18 Nuarimol 315 40 81,1 28 252 22 5,80
19 Oxamyl 237 15 72 10 90 10 2,13
20 Paclobutrazole 2941 30 125,1 38 70,2 20 5,95
21 Pirimicarb 239,1 28 72 18 182,1 15 3,55
22 Propamocarb 189,1 25 102 17 144 12 1,82
23 Propoxur 210 15 111 16 168 10 4,58
24 Thiacloprid 253 35 126 20 90,1 40 3,76
25 Thiodicarb 355 20 87,9 16 107,9 16 5,01
26 Thiophanate 371 22 151 22 93,1 50 5,37
27 Thiophanate methyl 343 22 151 22 93 46 4,58
28 Triasulfuron 402 25 167,1 17 141 20 4,54
29 Vamidothion 288 22 146 10 118 28 3,38
30 Zomaxide 336 32 187,1 25 159 38 6,67
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Tablo 3. LC-MS/MS Cihazinda Analiz Edilen Pestisitlerin Metot Performans Degerleri

Pestisit Limi:?y;':gll-) Geri( %A;Ima RSD Dog(r;;?lhk
1 Aldicarb Sulfone 0,040 94,6 0,037 0,997
2 Aldicarb Sulfoxide 0,040 99,2 0,023 0,998
3 Bromacil 0,040 101,0 0,045 0,996
4 Carbaryl 0,020 101,1 0,022 0,994
5) Carbofuran 0,030 101,3 0,033 0,997
6 Carboxin 0,030 87,50 0,076 0,910
7 Dimethomorph 0,040 85,8 0,065 0,998
8 Diuron 0,080 102,5 0,072 0,994
9 Ethofumasate 0,040 92,0 0,054 0,996
10 Ethoxysulfuron 0,040 97,6 0,048 0,997
11 Fluquinconazole 0,100 84,6 0,102 0,998
12 Flutriafol 0,080 109,2 0,084 0,999
13 Linuron 0,050 99,5 0,070 0,995
14 Methidathion 0,020 89,4 0,049 0,998
15 Methiocarb 0,080 97,9 0,026 0,999
16 Methomyl 0,030 95,6 0,030 0,997
17 Metobromuron 0,050 97,0 0,036 0,997
18 Nuarimol 0,100 91,9 0,048 0,998
19 Oxamyl 0,030 98,8 0,026 0,998
20 Paclobutrazole 0,020 92,9 0,050 0,998
21 Pirimicarb 0,040 99,4 0,033 0,996
22 Propamocarb 0,030 96,3 0,034 0,996
23 Propoxur 0,035 96,8 0,033 0,987
24 Thiacloprid 0,020 98,7 0,038 0,998
25 Thiodicarb 0,040 97,3 0,032 0,994
26 Thiophanate 0,100 94,8 0,056 0,994
27 Thiophanate methyl 0,020 95,8 0,041 0,998
28 Triasulfuron 0,100 106,4 0,091 0,998
29 Vamidothion 0,020 94,7 0,039 0,998
30 Zomaxide 0,050 97,10 0,091 0,993
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pestisitlerin analizine yonelik gelistirilen metot icin
kiitle dedektorii hakkinda bilgiler belirtildi. Tablo
3’de validasyon calismalarinda analiz edilen metot
performans kriterlerine ait sonuclar verildi.

TARTISMA

Mezcua ve ark. (12) yaptiklar calismada; UPLC-
MS/MS (ultra performansli sivi kromatografisi- kiitle
spektrometresi) yontemiyle yeralt1 sularinda oncul
pestisitlerin tayini gerceklestirildi. Analiz edilen
dokuz molekulun birbirinden ayrilmasi icin gecen
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