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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum ‘‘Atik sularda veteriner ilag¢ atiklarinin
HPLC-DAD ile analizi’’ baslikli bu ¢alismanin, bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri
diisecek bir yardima bagvurmaksizin, tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin i¢inde, hem de kaynak¢ada ydnetimine uygun bicimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Fatma Ozer BAHSI
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Bu tez calismasinda, Ozellikle kiimes hayvanlarinda kullanilan veteriner
antibiyotik ilaclarimin atik sulardaki kalintilarimin  kati faz ekstraksiyon ile
zenginlestirilmesi ve HPLC-DAD ile analizi i¢in etkin bir analiz metodu gelistirildi.
Olduk¢a karmasik atik su matrikslerinde, farkli simiflardan (enrofloksasin,
stilfadimidin, oksitetrasiklin, trimetoprim, seftiofur, tilosin ve doksisiklin) onemli
veteriner ilag kalintilarinin es zamanli analizi i¢in “’RP-HPLC-DAD Miktar Tayini
Metodu’’ gelistirilip valide edildi. Tavuk ¢iftliklerinden alinan atik su numuneleri,
ektraksiyon isleminden once, askidaki maddeleri elimine etmek i¢cin Whatman filte
kagidindan gecirildi. Daha sonra siiziilen atik su numuneleri, 0,45um naylon
membram filtrelerden gecirildi. Kati faz ektraksiyonuna kadar, herhangi bir
degratasyondan kaginmak i¢in, drnekler 4°C’ de muhafaza edildi. OASIS HLB 500
mg ekstraksiyon kolonu kullanilarak yapilan, fati faz ekstraksiyon metodu ile tavuk
ciftliklerinin atik su numulerine, temizleme ve derigtirme islemleri yapildi. Kat1 faz
ektraksiyonu ile deristirilen atik su numunelerinde, se¢ilmis antibiyotik ilag
kalintilarinin kantitaif analizleri, gelistirilen gradient eliisyon metoduyla HPLC-DAD
ile yapildi. Elde edilen sonuclara gore calisilan 7 antiyotik ilagtan, 5 tanesi tavuk
ciftligi atik sularinda tespit edilmistir. Valide edilerek dogrulanmis sonuglara gore 15
mL atik suda 0,1415 mg/L enrofloksasin, 0,0460 mg/L seftiofur, 0,0803 mg/L
oksitetrasiklin, 0,1720 mg/L doksisiklin, 0,2048 mg/L trimetoprim tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), kati faz
ekstraksiyonu (SPE), veteriner ilaglari, atik su
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In this thesis study, developed an effective analysis method for extracting and
quantifying veterinary pharmaceuticals from wastewater of poultry farm by solid
phae extarction (SPE) and HPLC-DAD and RP-HPLC-DAD technique was
developed and validated to simultaneously analyze residues of significant veterinary
drugs from different classes (enrofloxacin, sulfadimidine, oxytetracycline,
trimethoprim  seftiofur, tylosin, doxycycline ) in extremely complex water matrices.
Drain water samples collected form chicken farms was filtered with Whitman filter
paper to eliminate compounds in suspension. After than, samples were filtered again
through 0,45um nylon membrane. In order to prevent any possible degredation, the
samples were kept at 4°C until solid phase extraction stage. Solid phase extraction
method, which was done by using OASIS HLB 500 mg extraction cartridge, was
applied to clean and concentrate waste water samples. Final analysis to determine the
residues of selected antibiotic drugs in samples which were concentrated by solid
phasse extraction was done by developed HPLC-DAD residue detection method.
According to the results, 5 of 7 antiobiotic drugs was detected in waste water of
poultry farms. Validated results showed that 15 mL of waste water contains 0,1415
mg/L Enrofloxacin; 0.0460 mg/L seftiofur; 0,0803 mg/L enrofloxacin; 0,1720 mg/L
doxycycline and 0,2048 mg/L trimetoprim.
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1. GIRIS

Son otuz yilda veteriner antibiyotikleri biitiin Diinya’da, hastaliklar1 tedavi etmek
ve hayvan saghigini korumak icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Hayvanlarin
beslenmesiyle ilgili ¢alismalara verilen 6nemin her gegen giin artmasiyla birlikte,
besi kosullarinda hayvanlarin biiylimesini saglamak amaciyla, bazi veteriner ilaglari
cogunlukla yeme katilarak verilmektedir. Union of Concerned Scientists (UCS)
tarafindan 2001 yilinda bildirilen bir rapora gore, Amerika’da yillik 16 milyon kg
antibiyotik bu amaglar i¢in uygulanmistir, ancak bu oranin %70’i terepdtik olmayan
bir sekilde kullanilmistir. Hayvan beslenmesinde antibiyotiklerin kullanimi
1950’lerden beri hizla artmaktadir. 1950’lerde 91,000 kg olan antibiyotik tiiketimi
1999 yilinda 9,3 milyon kg’a ulagsmistir. 1990’larda Avrupa’da toplam 5 milyon kg
antibiyotik kullanildig1 rapor edilmistir. Bunun 1,5 milyon kg’i hayvanlarda
biliylimeyi saglamak i¢in yem katkisi olarak ve 3,5 milyon kg’1 da terepotik amacla
kullanilmisgtir. Cin’de hayvanlar i¢in yemlere katkilanan bazi antibiyotiklerin
kullanimina 1989 yilindan itibaren bir takim diizenlemeler getirilmistir. Hayvanlarin
tiriine ve biytkligiine gore kullanilan antibiyotik miktarlart  degisiklik
gostemektedir. Cogu antibiyotik suda ¢oziiniir. Antibiyotiklerin hayvan bagirsaginda
emilimi yetersizdir ve bu ylizden %30-%90 arasinda digki ya da idrar yoluyla atilir

ve gliniimiizde Diinya’nin bir¢ok yerinde hayvan digkilar topraga atilmaktadir [1].

Veteriner amagli  kullanilan  sulfonamide, fluoroquinolone, tetracycline
chloramphenicol gibi antibiyotikler, hastaliklarin kontrolii ve enfekte olmus ciftlik
hayvanlarinin tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ozellikle hayvan
ciftliklerinde cesitli amaglarla kullanilan antibiyotikler hayvanlar {izerinde pozitif
etkilerine ragmen, giibre, toprak vb. yollarla sulara gegmekte ve son 20 yildir ¢evre
i¢in biiyiik tehdit olusturmaktadirlar. Baz1 Avrupa Ulkeleri tarafindan zellikle tedavi
edici dozun iizerinde veteriner ilaglarin kullanimi yasaklanmis olmasina ragmen;
oldukca ¢esitli farmakolojik bilesikler, yiyecek iireten hayvan ¢iftliklerinde
enfeksiyon veya enfeksiyona bagli olmayan hastaliklarin tedavisinde ya da
hayvanlarin biiyiimelerini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadirlar. Bu bilesikler tedavi
edici ozelliklerine gore anti-mikrobial, iltahap giderici, antiseptikler, hormonlar,
anaestezikler, parasitisidler, anti fungallar olmak {lizere pek cok gruba ayrilmaktadir.
Su anda, Avrupa Birligi’nce yalnizca dort kimyasalin (salinomycin, monensin,

avilamycin ve flavomycin) biiylimeyi hizlandirici olarak hayvan besinlerine



katilmasina izin verilmistir. USA ve Kanada’da esteroidler, tremboline asetat ve
melengestrol asetat gibi ¢iftlik hayvanlarinda biiylimeyi artiran diger bilesikler halen
lisansli satilmaktadir. Son ¢aligmalarda, belediye atik suyu, gol sular1 ve hatta yer alt1

sularinda bu antibiyotik atiklarina rastlanmistir [2, 3].

Cevreye ¢esitli aktivitelerle salinan bu farmakolojik bilesenler, diisiik derisimler
de olmasina ragmen, bakterilerde diren¢ olusturduklari i¢in 6zel bir ¢evre sorunu
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Ayrica antibiyotik atiklari, farkli ¢evresel kosullar
altinda (sicaklik, 151k, pH gibi) farkli davranig gosterirler. Antibiyotikler,
fizikokimyasal oOzellikleri ve zayif pargalanabilme oOzelliklerinden dolay1r su
kaynaklarinda bulunmalar1 risk olusturmaktadir. Bu kimyasallar biyolojik
bozunmalara kars1 da direnclidirler ve parcalanmalar1 zayiftir. Son arastirmalar
ornegin, sulfamethazine’in, potansiyel troid kanserojen reaktif oldugunu ve hidrofilik
ozelliginden dolay1 kolayca akuatik cevreye karigtigini gostermistir. Tetrasiklin
antibiyotikler, gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi etkili olan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir ve kiimes hayvanlarinda ekonomik oldugu i¢in de

yaygin olarak kullanilmaktadir [4].

Avrupa’da yiizey sularinda, bu farmakolojik maddeler i¢cin 10 ng/L. bulunmasi
gereken esik deger olarak belirlenmistir. Ancak Avrupa Nehirler’inde 0,1-250 ng/L
araliginda bu kimyasallara rastlanmistir. Yari-sentetik veya sentetik olarak tiretilen
bu ilaglar atik olarak sadece suya degil ayni zamanda hayvansal iiriinlere de
gecmektedir. Ornedin et ve siit iiriinlerinde de bu farmakolojik ilaglara, dzellikle
antibiyotik kalintilarina rastlanmaktadir. Bu sekilde terapatik amacla kullanilan bu
bilesikler, hayvan-besin-insan-cevre zinciri igerisinde dagilmaktadirlar. Son yillarda
ozellikle hayvansal gidalarda bu bilesenlerin analizine iliskin ¢caligmalar dikkat ¢ekici
bir sekilde artmaktadir. Cevreye farkli yollarla (fabrika iiretimleri sirasinda, hayvan
ciftliklerinden, atik sularla) yayilan bu kimyasallar belli derisimlerin iizerinde diisiik
diizeylerde dahi olsalar, bakterilerle parcalanmaya kars1 diren¢ olusturduklar icin
insan ve hayvan sagligi i¢in zamanla tehlikeli hale gelmektedirler [5]. Bu ilaglar
polaritelerinden dolay1 sularda yiiksek ¢oziiniirliik ve kararlilik gosterirler ayrica
asidik farmasdtiklerin pargcalanmalarinin zayif olmasindan dolayr sucul ortamdan
ayrilmalar diisiik diiyelerdedir ve bu sebeble yeralti sularinda, yiizey sularinda ve

icme sularinda kirlilik olarak goriilebilmektedir. Ayrica bunlarin adsorpsiyon,



fotokatalitik, Fenton yontemi gibi daha pek c¢ok teknikle giderimi iizerine de son

yillarda oldukea fazla ¢aligma vardir.

Farkli matrikslerde (toprak, su, hayvansal gida gibi...) bu maddelerin analizi,
Ornegin yapisina bagl olarak olduk¢a karmasik islem basamaklarini igerebilir.
Antibiyotikler ¢ogunlukla non-polar bir ¢ekirdek ve fonksiyonel bir grup igerirler.
Bunlarin birlesmesi veya protonlanmasi ortam pH’na baghdir. Olduk¢a polar veya
non-polar ekstraksiyon ¢dziiciileri ile tam olarak ekstraksiyon saglanamayabilir. Bu
oldukca onemli bir analitik problemdir. Genellikle organik ¢ézgenler zayif asidik
tamponlarla birlikte ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak kullamlirlar. Ornekler dogrudan
filtrasyonla veya kat1 faz ekstraksiyonuyla temizlenirler. Bu maddeler sulu ortamda
pH, sicaklik fotoliz olaylarinin etkisiyle orijinal tiirlerini korumakta da
zorlanabilirler. Bu durumda orijinal tiiriin izlenmesinde pek c¢ok analitik problemlerle
karsilagilir. Dedeksiyon modunda ¢ogunlukla sivi kromatografisiyle beraber DAD,
floresans veya MS dedektorler kullanilir. Ozellikle sulu ortamda derisimleri diisiik
oldugundan ayirma, zenginlestirme gibi On islem basamaklarinin kullanilmasi da

gerekebilir. [6].

Pek c¢ok iilkede veteriner ilaglarinin kullanimina iliskin bazi smirlamalar
getirilmesine ragmen; hayvansal gidalarda, toprakta, suda ve farkli c¢evresel
ortamlarda bu tiir kirliliklere ne yazik ki rastlanmaktadir. Ancak bu maddelerin
varligina bagl olarak saglik ve diger potansiyel zararli etkileri lizerine aragtirmalar
hala yetersizdir. Ulkemizde ise yaygin olarak kullamildigi bilinen bu ilaglarmn
kontrolii ve farkli matriksler de (su, toprak, hayvansal gidalar vd.) analizine iliskin
arastirmalar ne yazik ki yeterince bulunmamaktadir. Hastaliklara kars1 tedavi amagh
veya hayvan gelisimlerini hizlandirmak i¢in cogunlukla da hayvan yemlerine
katilarak kullanilan bu ilaglarin, ¢esitli yollarla ¢evreye atilmasi ve hayvansal
gidalara gecen atik diizeylerinin belirlenmesine iliskin dogru, hizli ve kolay analitik

metotlarin gelistirilmesi bunlarin izlenmesi agisindan oldukca dnemlidir.

Ilaglarin kimyasal &zelliklerine bagli olarak; sulu ortamda ¢dziinme dengeleri,
toprak tarafindan adsorpsiyonlari, 151k etkisiyle fotoliz sonucunda kismen de olsa
parcalanmalar1 gibi etkiler nedeniyle, analizlerinde pek ¢ok problemle
karsilasilmaktadir. Diisiik derisimlerde olmalari, tasmmmalar1 sirasinda fiziksel
kosullar ve matriks etkisiyle orijinal tiirlerini koruyamamalar1 karsilasilan diger

analitik problemlerdir. Bu nedenle veteriner ilaglarinin tayininde kullanilacak analitik



metotlarin iyilestirilmesi bu alandaki caligmalara katki saglanmasi agisindan oldukca
onemlidir. Bu bilesenlerin analizinde genellikle HPLC-DAD veya LC-MS teknikleri
kullanilmaktadir. Ancak kullanilan tekniklerin basaris1 daha c¢ok ekstraksiyon

basamagina ve ornek hazirlama islemlerine baglhdir.

Bu tez kapsaminda; iilkemizde oOzellikle tavuk ciftliklerinde kontrolsiiz ve
cogunlukla hi¢ bir sinirlama olmadan kullanilan veteriner ilaglarinin, ¢iftlik atik
sularinda bulunan tiir ve diizeylerinin tayini i¢in bir analitik yontem gelistirilmesi
amaclandi. Ozellikle yemlere veya suya katkilanarak verilen basta antibiyotikler
olmak tizere bu ilaclarin tayini, her tavuk yetistirme doneminin sonunda hayvanlar
kesime gonderildikten sonra yemlik ve su igme bolmeleri dahil olmak iizere yikama
sularimin da toplandig1 atik sularda yapilmistir. Bu sularda diisiik derisimler de
bulunan atik veteriner ilaglarinin tayini i¢in, kat1 faz ekstraksiyon islemleri (SPE)
uygulandi ve ayirma-zenginlestirme basamaklar1 optimize edilerek, 6rnek hazirlama
basamaklarinin iyilestirilmesi ve ardindan HPLC-DAD ile tayini amaglandi. Boylece

kolay, uygulanabilir, rutin bir analitik metod gelistirilmeye ¢alisilmistir.

2. KAYNAK OZETLERI

Sandra Babic ve ark., [4] son derece karmasik atik su matriksinde farkli
siiflardan 6nemli veteriner ilaglarin HPLC-DAD ile analizini yapmuslardir. Ornek
temizleme adiminda kat1 faz ekstraksiyonu uygulamalar1 tlizerinde durmuslardir.
Siilfonamid  (stilfametazin, siilfadiazin, siilfaguanidin), siilfonamid sinerjit
(trimetoprim), tetrasiklin (oksitetrasiklin), florokinolon (enrofloksasin), ve B-laktam
(penisilin G/prokain) grubu igeren ilaglart incelemislerdir. Oasis HLB ekstraksiyon
mini kolonu kullanarak kati faz ekstraksiyonuyla zenginlestirme ve temizleme iglemi
yapmiglardir. Geri kazanimlar1 %68,3’lin ilizerinde bulmuglardir ve sadece
siilfaguanidin igin diisiik geri kazanim elde etmislerdir (%11.2). Ilaclarin tayin

limitlerinin 0,1 pug/L —40 ng/L arasinda degistigini gdstermislerdir.

Lei Tong ve ark., [2] optimize edilmis SPE-LC/MS/MS kullanarak g¢evresel su
orneklerinde ve domuz atik suyunda siilfonamid, florokinolon, tetrasiklin ve
kloramfenikol grubu antibiyotikleri incelemislerdir. Kat1 faz ekstraksiyonunu Oasis
HLB kolon ile yapmislardir. Yaz aylarinda yapmis olduklar1 ¢aligmada antiyobitik
kalintilarinin konsantrasyonlarini sirasiyla yeralti suyunda 1,6 ng/L-8,6 ng/L, gol

suyunda 5,7 ng/L—11,6 ng/L , atik suyun giris suyunda 7,9 ng/L—1172,3 ng/L ve ¢ikis



suyunda 8,5 ng/L-21692,7 ng/L olarak bulmuslardir. Kis aylarinda yapmis olduklari
calismada ise antiyobitik kalintilarinin konsantrasyonlarini sirasiyla yeralti suyunda
2,0 ng/L-7,3 ng/L, g6l suyunda 6,7 ng/L—-11,7 ng/L, atik suyun giris suyunda 5,8
ng/L—409,5 ng/L ve ¢ikis suyunda 6,4 ng/L—104,4 ng/L olarak bulmuslardir. Cok
fazla miktarda antibiyotik kullanilmasi sonucu sulu g¢evrenin kirlendigini ve bu
ylizden acilen kirlilik Onlemlerinin alinmas1 gerektigini ortaya koymuslardir.
Antibiyotiklerin dersimlerinin oldukca diisiik oldugunu fakat hedef olmayan

organizmalara ve sonucta insan sagligina olumsuz etki edecegini bildirmislerdir.

Hu Yu ve ark., [7] domuz eti matriksinde farkli siniflardan bazi 6nemli veteriner
ilag kalintilarim1 belirlemek i¢in etkili bir yontem gelistirmislerdir. HPLC-DAD ile
florokinolon (enoksasin, lomefloksasin), siilfonamid (siilfanilamid, siilfametoksazol)
ve tetrasiklin (tetrasiklin) grubu antibiyotiklerin es zamanli analizini yapmuslardir.
Matriks katt faz dispersiyon (MSPD) yontemini Ornegi temizlemek igin
kullanilmiglardir ve bu asamada yagi uzaklastirmak i¢in Ornedi n-hekzan ile
yikamislardir. Analitleri eliie etmek i¢in de asetonitril-diklorometan (1:1 v/v)
kullanmiglardir. HPLC-DAD analizlerini 1,0 ml/dk akis oraninda 15 dk igerisinde
yapmuslardir. Geri kazanimlart %80’in iizerinde bulmuslardir. ilaglarin 6l¢iim

limitlerinin 7 pg/kg—34 ng/kg arasinda degistigini gostermislerdir.

Reza Hajian ve ark., [8] bazi biiylikbas hayvanlarin siitiinde siilfadiazin ve
trimetoprim ilaglarini spektrofotometre ile belirlemek icin net analit sinyal standart
ekleme metodunu kullanmiglardir. Yontemde ¢ok Dbilesenli karisimlarin
spektrumlarindan belirli bir analitle ilgili bilgiyi saglayan net analit sinyal kavrami
ile standart ekleme metodunun avantajlarini birlestirmiglerdir. Bu ydntemin tam
spektrum gerceklesmesi gibi avantajlara sahip oldugunu gostermislerdir ve bu
yilizden kalibrasyon ve tahmin adimi gerektirmedigini ortaya koymuslardir. Biiytik
bas hayvan siitiinde siilfadiazin ve trimetoprim ilaglarinin analizi i¢in bulutlama
noktas1 ekstraksiyonu yapmuslardir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak Triton-X 100
(miselli ortami1 indiiklemek i¢in) kullanmiglardir. Siilfadiazin ve trimetoprim igin 1,0
umol/L—150,0 umol/L araligindaki derigsmlerde net analit sinyal vektoriiniin dogrusal
bir sekilde arttigini gostermislerdir. Tayin limitini siilfadiazin i¢in 0,86 pmol/L ve

trimetoprim i¢in 0,92 pmol/L bulmuslardir.

Nina Bilandzic ve ark., [9] 1259 islenmemis siit 6rneklerinde kloramfenikol,

penisilin, sefalosporin, tetrasiklin, siilfonamid, beta-laktam, kinon, aminoglikozid,



makrolid gibi farkli siniftan antibiyotikleri 3 yi1l boyunca incelemislerdir. Bu gruptan
antibiyotiklerin  belirlenmesi i¢in mikrobiyolojik ve immunoassay analiz
yontemlerini kullanmiglardir. Mikrobiyolojik analizlerde 36 tane ilacin varligini
tespit etmiglerdir. Ayrica immunoassay analizler sonucu Orneklerde tetrasiklinin
kalint1 diizeyinde var oldugunu goéstermislerdir. HPLC-DAD yontemiyle yaptiklari
analiz sonucunda bazi siit orneklerindeki 1671 pg/kg tetrasiklin, 19 pg/kg
amoksisilin ve 12 pg/kg penisilin G, miktarlarinin maksimum kalinti limitinin

tizerinde oldugunu belirlemislerdir.

Elena Martinez - Carballo ve ark., [10] domuz, tavuk ve hindi gibi hayvanlarin
giibrelerinde,  tetrasiklin,  siilfonamid, trimetoprim, florokinolon  grubu
antibiyotiklerinden bazilarini incelemislerdir. Bu gurup antibiyotiklerin enstriimental
analizi i¢cin LC-MS/MS kullanmiglardir. Cevresel oOrneklerdeki bu grup
antibiyotikleri ekstrakte etmek i¢in ¢esitli ekstraksiyon teknikleri denemiglerdir.
Farkli tamponlar kullanarak ultrasonik ekstraksiyon yapmuslardir. Ornek temizleme
adimi i¢in kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ve sivi-sivi ekstraksiyonunu (LLE)
uygulamiglardir. Geri kazanimlarin %61-%105 arasinda degistigini gdstermislerdir.
Avusturya’dan alinan hayvan giibre 6rneklerinin analizi sonucu domuz giibresinde
46 mg/kg klortetrasiklin, 29 mg/kg oksitetrasiklin 23 mg/kg tetrasiklin tespit
etmislerdir. Ayrica domuz giibresinde siilfadimidin, tavuk ve hindi giibresinde
onemli miktarlarda siilfadiazin belirlemislerdir. Tavuk ve hindi giibre 6rneklerinde
ozellikle enrofloksasinin varligini gozlemlemislerdir. Cevresel orneklerde tespit

edilen antibiyotik miktarlarinin endise verici boyutta oldugunu ortaya koymuslardir.

Ling Zhao ve ark., [1] Cin’in ¢esitli bolgelerinden topladiklar1 143 hayvan giibre
orneklerinde florokinolon, siilfonamid, tetrasiklin grubundan bazi antibiyotikleri
incelemiglerdir. Veteriner ilag kalintilarini belirlemek igin etkili bir HPLC metodu
gelistirmislerdir. Ornek hazirlama asamasinda, farkli ekstraksiyon c¢ozeltileri
kullanarak ultrasonik ekstraksiyon yapmislardir. Geri kazanimlar florokinolon grubu
antibiyotikler icin %79,9 - %102,0 arasinda, siilfonamid grubu antibiyotikler i¢in
%79,9 - %102,0 arasinda, tetrasiklin grubu antibiyotikler i¢in %79,9-%102,0
arasinda degismektedir. LOQ degerleri, florokinolon grubu antibiyotikler i¢in 0,155
mg/L—0.332 mg/L arasinda, siilfonamid grubu antibiyotikler i¢cin 0,079 mg/L—0,194
mg/L arasinda, tetrasiklin grubu antibiyotikler i¢in 0,709 mg/L—1,829 mg/L arasinda

degismektedir. Biitiin gilibre Orneklerinde farkli siniflardan antibiyotikleri tespit



etmiglerdir. ~ Siilfonamid grubu antibiyotikleri en c¢ok tavuk giibresinde
belirlemiglerdir. Sonu¢ olarak farkli siniflardan antibiyotik ilaglarin olumsuz
etkilerini ve taginma sistemlerini degerlendirmek icin daha fazla arastirma yapmalari

gerektigini ortaya koymuslardir.

Luisa Patrolecco ve ark., [11] cevresel su orneklerinde ¢esitli siniflardan bazi
ilaclarin HPLC-UV ile analizini yapmuslardir. Kat1 faz ekstraksiyonu uygulayarak
atik su ve yiizey suyu orneklerinde ilaclarin belirlenmesi i¢in basit ve giivenilir bir
analitik prosediirii valide etmiglerdir. % 65-% 104 arasinda degisen geri kazanimlar
ile ve %16°dan kiiclik bagil standart sapma ile dogru ve hassas bir yontem elde
ettiklerini gostermislerdir. Gelistirdikleri yontem ile c¢evresel su orneklerinde ilag

aktif lirlinlerin rutin analizini amaclamislardir.

P.Perez-Lozano ve ark., [12] kat1 formdaki bir premikste amoksisilinin ve
degratasyon iirlinlerinin belirlenmesi i¢in yeni bir ters faz HPLC-DAD yontemi
gelistirmislerdir. Bu yontemde Cis niikleosil bir kolon kullanmiglardir ve gradient
elisyon yapmislardir. Farkli oranlarda metanol ve tampon ¢dzelti karigimindan
olusan bir mobil faz sistemi olusturmuslardir. 230 nm dalga boyunda ¢alismiglardir.
Bu yontemin amoksisilinin ve degratasyon iiriinlerinin analizi i¢in hizli ve gilivenilir
bir yontem oldugunu ortaya koymuslardir. Premikslerin stabilitelerine bakilarak

tahmini raf dmriiniin 21 ay oldugunu belirlemislerdir.

Ruicheng Wei ve ark., [13] Cin’in bir bolgesindeki ciftlikler etrafinda yer alan
ylizey sularinda ve hayvan atik sularinda farkli smiflardan veteriner antibiyotik
kalintilarin1 incelemislerdir. Bu yiizden 27 tane ciftlikten ¢ok sayida atik su 6rnegi
toplamislardir. Farkli smiflardan belirledikleri 10 tane veteriner antibiyotik ilaci
LC/MS/MS ile incelemiglerdir. Cevresel su oOrneklerini zenginlestirmek ve
temizlemek icin kat1 faz ekstraksiyon metodu gelistirmiglerdir. Kati faz
ekstraksiyonu i¢in Oasis HLB mini kolonlar1 kullanmiglardir. En cok ¢iftlik atik
suyunda veteriner ila¢ kalintist belirlemislerdir. Farkli siniflardan sectikleri veteriner
antibiyotiklerin kalint1 seviyelerinin hayvan tiirleriyle ve alindiklar1 yerle ilgili

oldugunu ortaya koymuslardir.

R. Nageswara Rao ve ark., [14] c¢evresel su oOrneklerinde florokinolon,
siilfonamid, trimetoprim ve sefalosporin grubu antibiyotikleri incelemislerdir.

Antibiyotiklerin belirlenmesi i¢in dogru ve hassas bir LC-MS/MS yontemi



gelistirmiglerdir. Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in Cis ve Oasis HLB mini kolonlar1
denemislerdir ve en iyi geri kazanimi Oasis HLB kartiis ile elde etmislerdir.
Incelenen antibiyotiklerin geri kazamimlari iizerine pH’1mn etkisini incelemek icin ii¢
farkli pH (3, 7, 10) degerinde ¢alisma yapmislardir. En iyi geri kazanimi pH 3’te elde
etmislerdir. Ilaglarm &l¢iim limitlerinin 2,0 ng/kg—24,0 pg/kg ve tayin limitlerinin
0,6 ng/kg-8,1 png/kg arasinda degistigini gostermislerdir. Cevresel su 6rneklerinde
farkli guruplardan bes tane antibiyotik ilag tespit etmislerdir.

R.W. Han ve ark., [15] siit Orneklerinde 6 farkli siniftan 38 tane veteriner
antibiyotik kalintisin1 belirlemek i¢in hizli ve segici bir UPLC-MS/MS yontemi
gelistirmiglerdir. Siitiin 1 ml” ine 0,5 ml su ve 3 ml asetonitril ilave ederek Oasis
HLB kartlis ile saflagtirma islemi yapmuslardir. Geri kazanimlarin %68-%118
arasinda degistigini  gostermiglerdir. YOntemin validasyon parametrelerini
2002/657/EC sayili Avrupa Birligi Komisyon kararinin gerekliliklerine gore
degerlendirmislerdir. Biitiin antibiyotik ilaglarin ol¢lim limitlerinin 7 pg/kg — 34
ug/kg arasinda degistigini gostermislerdir. Gelistirdikleri yontem ile siitteki veteriner
antibiyotik kalintilarin riskli seviyede olup olamadiklarin1 degerlendirmeye olanak

saglamiglardir.

Antonia Garrido Frenich ve ark., [16] yumurtada farkli siniflardan veteriner
ilaglar1 UHPLC-MS/MS ile analiz etmislerdir. Coziicii ekstraksiyonu, kati1 faz
ekstraksiyonu, matriks kati faz dispersiyonu ve modifiye edilmis QuEChERS
yontemi gibi 4 farkli ekstraksiyon teknigini deneyerek bunlarin karsilagtirmasini
yapmiglardir. Ekstrakte ettikleri ila¢ sayisina ve ilaglarin geri kazanimlarina bakarak
bu ekstraksiyon tekniklerinin karsilastirmasini yapmislardir. Coziicii ekstraksiyon
yonteminin diger yontemlerden daha iyi sonug verdigini gostermislerdir. QUEChERS
yonteminin ¢oziicii ekstraksiyonundan daha basit ve daha hizli bir yontem oldugunu
fakat daha az ilacin ekstrakte edildigini belirtmislerdir. Matriks kat1 faz dispersiyonu
ile tetrasiklin ve kinolon grubu antibiyotikleri ekstrakte edememislerdir. Kat1 faz
ekstraksiyonuyla da makrolid ve tetrasiklin grubu antibiyotikleri ekstrakte
edememislerdir. Ekstraksiyon yOnteminin se¢iminin ekstrakte edilecek antibiyotigin
tiirline bagh oldugunu gostermislerdir. Coziicli ekstraksiyon yonteminin farkl
siniflardan biitiin antibiyotiklerin es zamanl analizi i¢in en uygun yontem oldugunu
ortaya koymuslardir. Coziicii ekstraksiyon yontemini valide etmiglerdir ve biitiin

ilaglar igin %60-%119 arasinda degisen geri kazanim elde etmislerdir. Ilaglarin



Olctim limitlerinin yaklasik olarak 5 pg/kg oldugunu gostermislerdir. Yumurta
orneklerine uygulanan yontemlerin sonucunda farkli siniflardan 6 tane veteriner ilaci

belirlemislerdir.

Mamani ve ark., [17] inek siitiinde tetrasiklin, siilfonamid, ve kloramfenikol grubu
antibiyotiklerin es zamanlhi belirlenmesi i¢in bir HPLC-DAD yontemi
gelistirmislerdir. HPLC analizleri i¢in Cis hibrit bir kolon kullanmiglardir. 0,075
mol/L sodyum asetat, 0,035 mol/L kalsiyum kloriir ve 0,025 mol/L sodyum EDTA
karisimindan olusan bir gradient eliisyon programi uygulamslardir. Ornek hazirlama
asamasinda polimerik bir kartiis kullanarak kati faz ekstraksiyonu yapmuislardir.
Kloramfenikol grubu antibiyotikler hari¢ tiim antibiyotiklerin 6l¢iim limitlerinin
maksimum  kalint1  limitlerinin  altinda  oldugunu  bildirmislerdir. ~ Stitteki
antibiyotiklerin belirlenmesi i¢in sectikleri yontemin uygun bir yontem oldugunu

gostermislerdir.

Wojciech Baran ve ark., [18] siilfanamid grubu antibiyotiklerin ¢evresel etkileri
ve insan saghgi {izerine etkileri {izerine bir calisma yapmuslardir. ilaglarm, diinyadaki
tiretim ve tiiketimlerinin hizli bir sekilde arttigimi ve mikrabiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde Onemli bir yere sahip oldugunu gostermislerdir. Siilfonamidlerin
cevredeki varliklariyla ilgili ¢ok sayida yayin incelemislerdir. Bu ilaglarin yaklasik
olarak olarak %80’ ninin c¢evreye ulastigini ve insan saghgini etkileyecek
mikroplarin popiilasyonunu degistirecegini bildirmislerdir. Elde ettikleri veriler
dogrultusunda g¢evreden Kkirlilikleri giderme yontemlerinin pahali olmadiklarin1 ve

bunun i¢in etkili bir arastirma yapilmasi gerektigini ortaya koymuslardir.

Huan Yu ve ark., [19] domuz, sigir ve tavuk dokularinda tetrasiklin grubu
antibiyotikleri kantitatif olarak belirlemek i¢in hizli ve basit bir hizlandirilmig ¢6ziicti
ekstraksiyonu (ASE) yontemi gelistirmislerdir. Ekstraksiyon igin trikloroasetik asit
ve asetonitril ¢oziicli karigimlarim1 kullanmislardir ve en iyi ¢oziicii karisim oranini
belirlemislerdir. Sicaklik ve basing parametrelerini optimize etmislerdir ve en iyi
ekstraksiyon etkinligini 60°C ve 65 bar’da elde etmislerdir. Et drneklerinde 8 tane
tetrasiklin grubu antibiyotigi HPLC-UV ile analizlemislerdir ve 355 nm dalga
boyunda calismislardir. Antibiyotikler icin %50-%450 arasinda degisen geri
kazanimlar elde etmislerdir. Numunelerde oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve

minoksisilin gibi antibiyotikleri fazla miktarda tespit etmiglerdir.



3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Antibiyotik

Antibiyotikler, ¢esitli yollarla uygulanabilen, antimikrobial aktiviteleri ile
sentetik veya yar1 sentetik olusumlar olarak tanimlanirlar. Veterinerlikte hastaliklari
onlemek ve tedavi etmek icin kullanilirlar. Ilaclarin asiri kullanilmasi direncli
mikroorganizmalarin olusumuna sebep oldugundan biyotik c¢evreyi olumsuz

etkilemektedirler. Basilica kullanilan 6nemli antibiyotik cesitleri ve kullanim yerleri

Cizelge 3.1.” de verilmistir [20].

Cizelge 3.1. Baslica kullanilan 6nemli antibiyotik ¢esitleri

SINIF BIiLESIKLER BiRINCIL KULLANIMI | YAN ETKIiLERI
Aminoglikozidler | Apramisin Sadece domuzlar
Gentamisin Tiim hayvanlar, insanlar | Norotoksik
Kanamisin Kopek, domuz, sigir ve | Nefrotoksik
atlar
Neomisin Tiim hayvanlar Ototoksik,
Sisomisin Sadece insanlar nefrotoksik
Spektinomisin Domuz, sigir, koyun ve
kiimes hayvanlari Ototoksik,
Streptomisin Artik kullanilmiyor nefrotoksik
B-Laktamlar: Amoksisilin Tiim hayvanlar Alerjik reaksiyonlar
penisilinler Ampisilin T{im hayvanlar
Azlosilin Insanlar
Benzilpenisilin Tiim hayvanlar
Kloksasilin Sigirlar
Dikloksasin Sigirlar
Fluklokzasilin Insanlar
Metisilin Insanlar
Mezlosilin Insanlar
Nafsilin Insanlar
Oksasilin Sigirlar
Piperasilin Insanlar
Fenoksimetilsilin | Insanlar
Penisilin G Insanlar
Sefalosporinler Sefalekzin Kopekler B-Laktamlar ile
Sefalotin Insanlar birlikte alerjik
Sefazolin Insanlar reaksiyonlar
Seftiofur Sigirlar, domuzlar
Sefotaksim Insanlar
Sefotiam Insanlar
Setkuinom Sigirlar, domuzlar
Fenikoller Kloramfenikol Kedi ve kopekler Anemi
Florokinolonlar Siprofloksasin Insanlar Gen¢  hayvanlarda
Enrofloksasin Tiim hayvanlar artropatiler
Marbofloksasin | Tiim hayvanlar
Flumekin Insanlar
Ofloksasin Insanlar
Linkozamidler Klindamisin Kopekler, insanlar, Gastro-intestinal
Linkomisin Kedi, domuz ve sigirlar problemler
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Makrolidler Azitromisin Insanlar
Klaritromisin Insanlar
Eritromisin Insanlar, sig1r ve tavuklar
Roksitromisin Insanlar
Spiramisin T{im hayvanlar
Tilosin Sadece hayvanlar
Vankomisin Insanlar
Stlfonamidler Sulfanilamid Insanlar Nefrotoksik
Sulfadimetoksin | Sigir, domuz ve tavuklar
Sulfadimidin S1g1r, koyun ve tavuklar
Sulfametoksazol | Insanlar
Sulfapiridin Domuzlar
Sulfatiazol Insanlar
Trimetoprim Siilfonamidler ile birlikte
kullanilirlar
Tetrasiklinler Klortetrasiklin Sig1ir ve domuzlar Hepototoksik
Doksisiklin Insanlar, kedi ve kopekler
Oksitetrasiklin Insanlar, sigir, koyun ve
domuzlar
Tetrasiklin Insanlar, at, koyun ve
domuzlar

Antibiyotiklerin bir kisminin 6zellikle toprakta uzun siire kaldig1 ve diger bir
kisminin da ¢ok hizli pargalandigr gézlemlenmistir. 2006 yilinda Avrupa’da biiyiime
Onciisii olarak antibiyotiklerin kullanilmasi1 yasaklanmistir. Bu yasaklama ile ilaglarin
asir1 tilkketimine ve artan bakteri direncine dikkat c¢ekilmesi hedeflenmistir.
Antibiyotikler biyoaktif maddeler olduklari i¢in hayvan organizmalarindan tamamen
elimine edilemezler. Bu nedenle ana bilesikler veya metabolitler olarak canli
organizmadan atilirlar. Atilma oranlar1 maddelere, uygulanma sekillerine ve atilan
tirlere bagli olarak degisiklik gosterir. Tetrasiklin  ve stilfonamid grubu
antibiyotiklerin canli organizmalarindaki degradasyon oranlar1 %40 ve %90 arasinda
degisiklik gosterir. Siilfametoksazol grubu antibiyotiklerin %85°1 degratasyona ugrar.
Viicutta oldukea inert olan ilaglarin degratasyon yani pargalanma oranlari diisiiktiir.
Amoksisilin degratasyon orant %10 ve %20 arasinda degismektedir. Antibiyotik
metabolitlerinde degredasyon meydana gelirse, atildiklar1 yerlerde de degrede
olmaya devam ederler fakat metabolitler par¢alanmaya ugramazlarsa onlarin
cevredeki direngleri kararlt olur. Antibiyotik metabolitleri atildiktan hemen sonra
tekrar ana bilesigine de doniisebilir. Veteriner antibiyotiklerin olasi ¢evreye giris

yollart Sekil 3.1°de gosterilmistir [20].
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Sekil 3.1. Antibiyotiklerin ¢evreye olas1 giris yollar

3.2. Antibiyotiklerin Kullamim Amaclari

Veteriner hekimlikte antibiyotikler, basta hasta hayvanlarin tedavisinde olmak
lizere, hastaliklardan koruma, ¢evresel kaynakli stres durumlarinda ve bazi iilkelerde
bliylimeyi arttirict amagcla kullanilmaktadir. Hayvansal kokenli bakterilerde
antibiyotiklere direng, iilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Bunun nedeni,
hayvanlar i¢in ruhsathi antibiyotiklerin iilkelere gore degismesi ve antibiyotiklerin
son kullaniciya farkli diizenlemeler ile ulasmasi olarak gosterilmektedir [21].
Antibiyotiklerin hayvanlarda yogun kullanimi, hayvandan insana bulasabilen
antibiyotiklerin, direncini artirmakta ve bu durumun insan sagligi i¢in potansiyel bir
tehdit oldugu degerlendirilmektedir. Ozellikle ciftlik hayvanlarmin iiretiminde,
bliylitme amagli ve/veya diisiik doz antibiyotik uygulamalarinin bakterilerde
antibiyotik direncini arttirmadaki potansiyel dnemi, uzun bir siiredir bircok otorite

tarafindan agiklanmaktadir [22-24].

Veteriner hekimlikte antibiyotik kullanimi, her iilkelerde uygulanan degisen
mevzuatlara gore yapilmaktadir. Bu konuda en 6nemli farklilik, biiylitme amach
kullanilan antibiyotiklerle ilgilidir. Biiyiitme amagli antibiyotiklerin hayvanlardaki

kullanimi, Avrupa Birligi iilkelerinde 2016 yil1 Ocak ay1 itibariyla yasaklanmistir.
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Ulkemizdeki uygulamalar da AB mevzuatlarina uyumludur ve biiyiitme amagh
antibiyotik kullanim1 AB iilkelerinde oldugu gibi ayni tarihte yasaklanmistir. Bu grup
antibiyotiklerin lilkemize ithalati ve liretimi yapilmamaktadir ve dolayisiyla satis1 da
yoktur. Ulkemizde ve AB iilkelerinde bu yasaklamaya karsin, Amerika Birlesik
Devletleri gibi iilkelerde biiyiitme amacl antibiyotik kullanimi yasaklanmamistir ve

hayvansal iiretimde isletme tercihine bagli olarak kullanilabilmektedir.

Hayvan sagliginda antibiyotikler, sindirim sisteminden (oral yolla), sistemik,
meme ici ve uterus i¢i kullanilmaktadir. AB {ilkelerinde hayvan sagliginda kullanilan
antibiyotikler, ¢cok detayl olarak izlenmektedir ve etken maddeleri de belirtilerek
Sekil 3.2 de gosterilmistir [25]. Bu verilerden goriildiigii lizere, AB iilkelerinde
hayvan sagliginda, en ¢ok tetrasiklin grubu (%36,7) antibiyotikler kullanilmaktadir.
Bunu penisilinler (%24,5), siilfonamidler (%9,6) ve makrolidler (%7,4) izlemektedir.
Ulkemizde, hayvan saghigmnda kullamlan antibiyotiklerle ilgili agiklanmis veya

paylasilmis detayli veriler bulunmamaktadir.

W Tetrasiklinler

m Penisilinler

1,9% A ® Sulfonamidler

. ® Trimetoprin

m Makrolidler

M Linkosamisler

2,8% " Floroquinolonlar

= Aminoglikozidler
Polimiksinler

® Ploromutilinler

| Digerleri

Sekil 3.2. Avrupa Birligi iilkelerinde hayvan sagliginda kullanilan antibiyotikler

Hayvan saghiginda kullanilan antibiyotiklerle ilgili risk degerlendirmesine gore,

antibiyotikler ii¢ grupta degerlendirilmektedir [21-24]. Bunlar;

e Birinci grup antibiyotikler: Insan saghigi igin diisiik veya sinirl riske sahip

olan veteriner antimikrobiyaller olarak degerlendirilir. Bu grupta, makrolidler,
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penisilinler, tetrasikler sayilabilir ve bu gruplarin kullanilmasinda, diren¢ durumu
izlenmeli ve akilct antibiyotik kullanimina gore tercih edilmelidir.

e Ikinci grup antibiyotikler: Insan saghg igin yiiksek riske sahip
antibiyotiklerdir. Bunlar arasinda, sefalosporinler, kinolonlar, aminoglikosidler gelir.
Bu grup antibiyotiklerin kullaniminda dikkatli olunmasi gerekir ve sadece alternatif
olmadigi durumda kontrollii olarak kullanilmalidir.

e Uciincii grup antibiyotikler: Hayvan sagligi igin ruhsathl olmayan
antibiyotiklerdir. Bunlar arasinda karbapenem ve glikopeptidler sayilabilir. Bu grup
antibiyotikler hayvan saglig1 icin ruhsatli olmadiklarindan, kullanilmalar1 uygun
degildir. insan i¢in ruhsathi olan bu antibiyotiklerin sadece bazi pet kliniklerde

kullanimina rastlanmaktadir.

3.3. Antibiyotiklerin Olumsuz Etkileri

Antibiyotikler, ilk kullanimlarindan itibaren, insan ve hayvan sagliginda
bakteriyel hastaliklarin tedavisinde onemli katkilar saglamislardir. Ancak, ilk
antibiyotik kullanimindan bu yana, antimikrobiyal aktivitenin mekanizmasina
bakilmaksizin, antibiyotige direncgli bakterinin ortaya ¢ikmasi kaginilmaz olmustur.
Ozellikle antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi, antibiyotik direncinin tiim diinyada
endise verici diizeylere ulasmasina sebep olmustur. Diinya Saglik Orgiitii, antibiyotik
direncini, insan sagligi i¢in en 6nemli Ui¢ tehditten biri olarak tanimlamaktadir [26].
Antibakteriyel ilaclara kars1 direng, hem insan hem de ciftlik hayvanlarinda ciddi bir
sorun haline gelmistir. Ayrica insanlarin, hayvanlarin ve yiyeceklerin artan
uluslararas1 hareketi yoluyla da bulasma da olmustur [26]. Insanlarda ve
hayvanlarda tedavi amacli kullanilan antibiyotik siniflar1 ¢ogunlukla ayni olup
enfeksiyona neden olanlar da dahil olmak iizere direngli bakterilerin ortaya ¢ikma ve
yayilma riskini arttirmigtir [28, 29]. Ciftlik hayvanlari, direngliligi insanlara
ulagabilecek potansiyel patojen kaynaklaridir. Diinyada ¢iftlik hayvanlarinda
antibiyotik kullanimini degerlendirmek icin uluslararasi karsilagtirmali ¢alismalar
yapmak ve gerektiginde miidahale i¢in Oncelikli alanlar1 belirlemek 6nem
kazanmaktadir. Ancak, farkli lilkelerde ve farkli iiretim sistemlerinde antimikrobiyal

direncin nasil olustugunu goézlemek i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Diinyada ilaca direngli enfeksiyonlar artmakta ve bu sebeple ila¢ direnci, giderek
artan kiiresel bir saglik sorunu olmaktadir. Giiniimiizde yilda 700 bin kisinin

antibiyotik direncli enfeksiyonlardan otiirii hayatin1 kaybettigi eger yeni ve etkili
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antibiyotikler gelistirilemez ve direng gelisimi 6nlenemez ise 2050 yilinda 10 milyon
insanin antibiyotik direncinden dolay1 6lecegi bildirilmektedir. Bu rakamin kanser
(yilda 8 milyon kisi Olmektedir) ve diyabet (1.5 milyon kisi 6lmektedir) gibi
hastaliklardan beklenen 6liimlerden ¢ok fazla olacagi, hatta birinci derecede Sliim
nedeni olacagi tahmin edilmektedir [26]. Amerikada yapilan bir arastirma ile,
antimikrobiyal direncin zararli etkilerinin tiim diinyada hissedilir derecede arttigi,
antimikrobiyal direncli enfeksiyonlarin su anda Avrupa’da ve ABD’de her yil en az
50 bin kisinin 6liimiine neden oldugu ve yiiz binlerce kisinin de diinyanin gesitli
yerlerinde bundan etkilendigi, bildirilmistir [30]. Antibiyotik direnglilik bir yandan
insan sagligimi tehdit ederken, diger yandan da ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Arastiricilar, diren¢ artisinin bu hizla devam etmesinin diinyada 100

trilyon Amerikan Dolarindan fazla kayip olusturacagini bildirmislerdir [31].

Yapilan bir ¢alismada, 2014 yilinda hastanede yatan hastalarda tespit edilen
yaygin bir bagirsak bakterisi olan Escherichia Coli’nin  yaklagik %60’ 1nin
penisilinler ile tedavi edilemeyen bakyeri formlarinin oldugu ve yaklasik %25’inin
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilan iki tipinden birine veya her ikisine karsi
direncli oldugu belirlenmistir. Bu direncin baslica nedeninin, antibiyotiklerin hem
insanlar hem de hayvanlarda asir1 kullanimindan kaynakli oldugu ifade edilmistir
[31]. Ayrica, 2000-2014 yillar1 arasinda kullanilan standart antibiyotik dozlarinin
say1s1 %50 oraninda artmustir [26]. Ulkemizde 2002 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir
calisma sonucunda, hastanede yatanlarin %30,6’s1 en az bir antibiyotik kullanirken,
bu say1 2016 yilinda %44,8 seviyesine yiikselmistir. Avrupa’da kisi basina giinde
kullanilan antibiyotik hesaplamasinda Tiirkiye, 40 iilke arasinda birinci sirada yer

almaktadir.

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi ile Avrupa ilag Ajans1 (EMA:
European Medicines Agency) yayinladiklar1 raporlarda, direngli enfeksiyonlar i¢in
mevcut antibiyotiklerden daha etkili bir antibiyotik gelistirmede ¢ok yavas
kalindigin1  bildirmiglerdir [32]. Giderek artan diren¢ sorununu c¢dzecek yeni
antibiyotikler gelistirilemezse, hali hazirdaki cerrahi girisimler, kanser tedavileri,
organ nakli, prematiir yeni dogan bakimi gibi tip uygulamalarinin yapilamaz hale

gelmesi olas1 goriinmektedir.
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3.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler antibiyotiklere karsi dogal dirence sahiptirler. Mikroorganizmalarin
dogal olarak ilaclar i¢in hedef alana sahip olmadigi ve dolayisiyla ilacin onlar
etkilemedigi veya ilacin kimyasal dogasindaki ve mikrobiyal membran yapilarindaki
farkliliklardan dolayi, dogal olarak antibiyotiklere karsi direng olustururlar. Dogal
olarak duyarli bir mikroorganizmanin ilaca gore etkilenmeme yollarini elde etmesi
sonucu diren¢ kazanabilirler. Kromozomal genlerde meydana gelen mutasyon veya
kromozom dis1 (plazmid, transpozon) genetik materyalin transferleri ile de direng

kazanabilirler [33].

Antibiyotik Direncinin Molekiiler Mekanizmast
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi asagidaki mekanizmalardan biri
ile gergeklesir [34] ve Cizelge 3.2°de bu mekanizmalar verilmistir.

Cizelge 3.2. Antibiyotiklerin diren¢ mekanizmalar1

ANTIBIYOTIK | ORNEKLER HEDEF DIRENC SEKLI

SINIFI

B-Laktamazlar Penisilinler, Sefalosporinler Peptidoglikan biyosentezi | Hidroliz, efflux, degistirilmis hedef

Aminoglikozitler | Gentamisin, streptomisin, Translasyon Fosforilasyon, asetilasyon,

spektinomisin niikleotidilasyon, efflux, degistirilmis

hedef

Glikopeptidler Vankomisin, Teikoplanin Peptidoglikan biyosentezi | Peptidoglikan biyosentezini yeniden
programlamak

Tetrasiklinler Minosiklin, tigesiklin Translasyon Mono oksijenasyon, efflux, degistirilmis
hedef

Makrolidler Eritromisin, azitromisin Translasyon Hidroliz, glikozilasyon, fosforilasyon,

efflux, degistirilmis hedef

Linkozamidler Klindamisin Translasyon Nukleotidilasyon, efflux, degistirilmis hedef

Streptograminler | Sinersid Translasyon C-0 liyaz (B tipi streptograminler),
asetilasyon (A tipi streptograminler),
efflux, degismis hedef

Oksazolidinonler | Linezolid Translasyon Efflux, degismis hedef

Fenikoller Kloramfenikol Translasyon asetilasyon, efflux, degismis hedef
Kinolonlar Siprofloksasin DNA replikasyonu asetilasyon, efflux, degismis hedef
Pirimidinler Trimetoprim C1 metabolizmasi Efflux, degismis hedef

Sulfonamidler Sulfametoksazol C1 metabolizmast Efflux, degismis hedef

Rifamisinler Rifampin Transkripsiyon ADP-ribosilasyon, efflux, degismis hedef
Lipopeptidler Daptomisin Hiicre zar Degismis hedef

» Hedef genlerden birinde nokta mutasyonlarinin gelisimi (mikro evrimsel
degisiklik) ile direng gelistirebilirler.

» Makro evrimsel degisiklikler ile bakteriler direng olusturabilirler. Bu direng
mekanizmasi, plazmidleri veya transpozonlar1 tagiyan antibiyotik direncinin
kazanilmasindaki genlerin, yeniden diizenlenmesi ile olusur.

» DNA’y1 ekzojen bir kaynaktan edinmek .
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3.5. Veteriner Ilaclarimin Analizi ve Zenginlestirme Yontemleri

Cevresel sular, atik su, toprak, et, siit ve giibre gibi farkli matriklerde veteriner
ilaglarin analiziyle ilgili yapilan calismalarda matriks etkisinin giderilmesi ve
zenginlestirme adimi i¢in kati faz ekstraksiyonu (SPE) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kati1 faz ekstraksiyonu i¢in ozellikle Cis ve hidrofilik-liyofilik
balans (HLB) kolonlar1 tercih edilmektedir. Ornek temizleme ve zenginlestirme
adiminda kat1 faz ekstraksiyonunun yani sira sivi sivi ekstraksiyonu, sivi faz
ekstraksiyonu, matriks kati faz dispersiyonu gibi ekstraksiyon yontemleri de
kullanilmaktadir [35]. ilaglarin ayrilmas1 ve dedeksiyonu igin geleneksel HPC-DAD,
HPLC-UV ve HPLC-FLD yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin yani sira
LC-MS/MS veya GS-MS gibi modern analiz yontemleri de kullanilmaktadir [36].
Farkli matrikslerde ilag kalintilarinin analizi i¢in kullanilan analitik ydntemler

Cizelge 3.3.’de verilmistir [37-43].

Cizelge 3.3. ila¢ kalintilarinin analizi icin kullanilan analitik yéntemler

Analitler Matriks Ornek Hazirlama Dedeksiyon
Stilfanamidler Karidesler LPE/SEC-SPE uv
B-Laktamlar St LLE/HLB-SPE LC-MS
Penisilinler Bobrek, karaciger ~ LPE/Cis-SPE/QMA-SPE UV
Makrolidler Kas LPE/SCX-SPE DAD UV
Tetrasiklinler Siit, yumurta LPE/SPE LC-MS
Siilfanamidler Glibre LLE LC-MS
Oksitetrasiklin Doku LPE/HLB-SPE IT-MS"

3.5.1. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyonu yontemi, kiigiik ve genellikle tek kullanimlik ekstraksiyon
kolon veya plakalarina ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini
istenmeyen bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve sonraki analiz
islemleri i¢in 6rnek matriks yapisinin degistirilmesi, amaci ile kullanilmaktadir. Sivi
ornegin kolondan gecirilmesi, yer c¢ekimi ile gerceklestirilebildigi gibi, zaman
kaybin1 engellemek ic¢in, Sekil 3.3° daki sisteme vakum pompasi takilarak da

yapilabilir [44].
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Sekil 3.3. Vakum manifoldu

Ozellikle yiiksek geri kazanimlara sahip olmasi, daha saf matriksler elde
edilebilmesi ve ¢ok sayida Ornegin kisa zamanda islenmesine imkan tanimasi
nedeniyle, hemen hemen biitlin ilag ve benzeri maddelerin analizinde SPE yaygin

olarak kullanilmaktadir [45].

SPE metodunda kolondan gegirilme sirasinda drnek molekiilleri ile tutucu madde
arasinda kimyasal bir etkilesim olusur. Bu etkilesimden faydalanarak maddelerin
ayrilma islemi Sekil 3.4° daki gibi gerceklesmektedir. Birinci asamada, analiz
edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon i¢inde tutulurken, ¢oézelti ve
istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir etkilesime girmezler. Daha sonra
istenmeyen bilesenler uygun yikama cozeltisi ile uzaklastirilir ve analiz edilecek
bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢ézelti yardimiyla ¢ozdiiriilerek alinir. Bu yilizden

kullanilacak kimyasal ¢oziiciiler ona gore secilmelidir [46].

SARTLANDIRMA ORMNEKLEME YIKAMA ELUE ETME
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Sekil 3.4. Kat1 faz ekstraksiyonu yontemi ile maddelerin ayrilma semast
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Kan faz ekstraksiyonundaki kati materyaller

Bir SPE yontemi gelistirilirken g6z Onilinde bulundurulmasi gereken
parametrelerden bazilari; sorbent tipi, sorbent miktari, kartus aktivasyonu ig¢in
numune hacmi ve analitlerin eliisyonunudur. Analit 6zellikleri, matriks yapis1 ve

girisimleri benzer sekilde sorbent se¢iminde, dikkate alinmalidir.

Literatiirlerde, Oasis HLB ve Cis kat1 fazlarinin, en yaygin kullanilan sorbentler
oldugunu gosteren ve ozellikle gidalarda tetrasiklin kalintilarinin tespiti i¢in SPE
tekniginin kullanimin1 6neren, bir ¢ok arastirma bulunmaktadir. HLB (polystyrene-
divinylbenzene-N-vinyl pyrrolidone-ter-polymer), suda 1slanabilir olmasindan
dolayi, daha yiiksek tutma kabiliyeti saglayan, evrensel bir hidrofilik-lipofilik dengeli
polimerik ters faz sorbentidir. Hidrofilik N-vinilpirolidon ve lipofilik divinilbenzen
gibi iki monomerin belirli bir oranindan olusur [47, 48]. Oasis HLB polimerik
kartiisleri, HPLC-DAD ile siit Orneklerinden tetrasiklin, Siilfonamid ve
kloramfenikol grubu ilaglarin ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir. Tetrasiklinlerden iyi
bir geri kazanim saglamak i¢in, Mcllvaine tamponu ve metanollii trikloroasetik asit
ilavesiyle proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. LC-MS/MS teknigi, sodyum siiksinat
tamponu ilave edildikten sonra Oasis HLB kartuslar kullanilanilarak temizleme
islemi ile yumurtalarda tetrasiklinler dahil veteriner ila¢ kalintilarin1 belirlemek i¢in
kullanilmigtir. Bu c¢alismada tetrasiklinlerin ekstraksiyon etkinligi, Oasis HLB

kartuslarinin kullanimindan etkilenmistir.

Oasis HLB kartuslarin kullanimi, siit ve yumurta gibi gida orneklerinden
tetrasiklinlerin deristirilmesi ve ayrilmasi i¢in c¢ok tavsiye edilir. Oasis HLB
kartuglari, kararli pH degerleri, genis bir yelpazede ¢oziicii kullanimi, polar
bilesiklerin ¢ok iyi alikonmas1 ve bagil hidrofobik alikonma kapasitesi nedeniyle Cis

gibi silika bazli1 SPE sorbentlerinden daha fazla kullanilmistir [47, 48].

Cis sorbenti, diizensiz sekilli silika molekiillerine baglanmis oktadesilsilana
monomeriden meydana gelir. Bu sorbent apolar 6zellik gosterir, secici degildir ve
hidrofilik bilesiklerin ters faz baglanmasini saglar. Genel olarak, biitiin bu siringa tipi
kartiisler, vakum monifodlar1 ve otomatik SPE cihazlar1 ile kullanilmak ig¢in
tasarlanmiglardir Son 20 yilda tetrasiklin analizlerine iliskin Oasis HLB kartuslarin
kullanimina yer veren literatiir sayisi, Cis kartuslarin kullanildig: literatiirlerden ¢ok

daha fazladir [47, 48].
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Otomatik (On-line) SPE

Son yillarda on-line ve otomatik SPE biiyiik bir 6nem kazanmistir ve kimyasal
analizler i¢in Onerilmistir. Otomatik SPE sistemleri, eluat 6l¢iimii ile on-line SPE ve
dogrudan kolon iistii 6l¢iim ile SPE’yi igerir. Genel olarak analit kati destek
tarafindan tutulur ve uygun bir ¢oziicliyle eliie edildikten sonra, eliisyon ¢ozeltisi
yada dogrudan kat1 destek kullanilarak ol¢iilebilir. Kat1 destek kullanilarak yapilan
Olciimiinlin  konfigiirasyonu, analitik kimyada cok yaygin olmasada, eliisyon
isleminde yer alan seyreltme faktorlerini 6nlediginden dolay1 iyi dedeksiyon limitleri
saglar. Diger yandan, hayvansal gidalarda tetrasiklinlerin belirlenmesi i¢gin kullanilan
cogu SPE yontemleri, HPLC sistemlerinin, spektrofotometrik veya kemilliminesans

dedektorlerinin biri ile birlestirilmis SPE kolonlarindan olusur [48, 49].

Bugiine kadar, gidalarda tetrasiklinlerin analizi i¢in en sik kullanilan on-line
bi¢imi, HPLC ile birlestirilmis SPE’dir. PLRP-S ve Cis kolonlar kullanilarak, HPLC
ile birlestirilmis on-line SPE ile yumurta ve bal numunelerinde tetrasiklinler
belirlenmistir. Ek olarak, HPLC-UV ile birlestirilmis MIP’e bagli on-line SPE ile
yumurta, siit ve siit tozu numunelerinde tetrasiklin antibiyotik kalintilar1 tespit
edilmistir. Test edilen biitiin sorbentler, hedef matrikslerde kalintilarin tespiti i¢in

yeterli hassasiyet gostermistir ve her durumda iyi geri kazanimlar elde edilmistir.

Sivi kromatografisi ayrimi ve on-line SPE kullanilarak 6rnek deristirme
islemlerini birlestiren otomasyon tekniklerin, kullanimina yonelik bir egilim
olmustur. Birlestirme teknikleri, kromatografik yontemin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini arttirir.  Ayrica, biitlin  6rnek ekstraktinin analitik kolona
aktarilmasindan dolayi, on-line SPE-HPLC yonteminin duyarliligi ¢ok daha iyidir.

Geleneksel off-line tekniklerde, ekstraktin sadece kiigiik bir kism1 enjekte edilir.

On-line SPE-HPLC yontemlerinden ayri olarak, balik numunelerinde de MIP-
SPE ile kemiliiminesans akis enjeksiyon analizi (FIA) birlestirilerek tetrasiklinler
belirlenmistir. Burada, politetrafloroetilen (PTFE) tiipleri MIP ile doludur ve FIA
sistemi enjeksiyon valfi drnekleme lobuna baglidir. Kemiliiminesans yogunlugunun,
numunenin uygulama araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. Bu yontemlerin
kombinasyonu ile, gidalarda tetrasiklin kalintilarin1 belirlenmesi igin on-line

ekstraksiyon yapabilen yeni bir akis metodu gelistirilmistir.
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Onemli bir sekilde on-line SPE, numunenin 6n islem siiresini azaltmak ve bu
nedenle 0rnek verimini arttirmak gibi ¢esitli avantajlar sundugu i¢in tavsiye edilir

[48, 49].

3.5.2. Solvent ekstraksiyonu (SE)

Solvent ekstraksiyonu, hayvansal iiriinlerdeki farkli veteriner ilag siniflarinin es
zamanlt analizinde siklikla tercih edilen, bir saflastirma yontemidir. YOntem,
geleneksel s1vi s1vi ekstraksiyonu ve homojenize dokularin (kas karaciger ve bobrek

gibi) s1v1 ekstraksiyonunu igerir.

En 1iyi sonuglar1 elde etmek i¢in ekstraksiyon ¢oziiclisii, hedef bilesiklerin etkili
bir sekilde ekstraksiyonunun elde edilecegi sekilde secilmelidir. Fakat ¢oziiciiniin

secimi sadece hedef bilesiklere degil ayn1 zamanda matriksede baglidir [50].

Tetrasiklinlerin proteinlere kolay baglanmasindan dolayi, gida drneklerinden bu
bilesiklerin ekstraksiyonu s6z konusu oldugunda, giiclii asitlerin ve ¢dokeltici
maddelerin eklenmesi Ozellikle tavsiye edilir. Deproteinizasyon, karmasik
matrikslerden antibiyotikleri ekstrakte etmek i¢in yaygin olarak kullanilan basit bir
solvent ekstraksiyonu (SE) prosediiriidiir. Bu off-line prosediir, ilgilenilen
analitlerden, iyi bir geri kazanim elde etmek i¢in matriks etkisinin kaldirilmasinda,

siklikla kullanilir.

Stit ve yumurta numunelerinde proteinlerin ¢okmesi i¢in, triklorikasetik asit,
trifloroasetik asit, buzlu asetik asit, siiksinik asit, sitrik asit, formik asit ve perklorik
asit gibi asidik bilesikler yada bu solventlerin kombinasyonunun yani sira, asetonitril,
metanol yada aseton iceren organik ¢oziiclilerin kullanilmasi gerekir. Diger
aragtirmalarda, bu Orneklerin temizlenmesi i¢in deproteinize edici ajanlar olarak
Mcllvaine-EDTA, sodyum sitrat, oksalat, sodyum siiksinat ve fosfat tamponu
kullanmiglardir. Bu tiir islemlerin ardindan bazi 6rnek temizleme yontemleri de

yapilir.

Spektrofotometre ile tetrasiklin kalintilarinin belirlenmesi i¢in, daha fazla
temizleme yontemi olmadan % 1°lik trikloroasetik asit ¢ozeltisi ile siit drneklerinin
deproteinizasyonunun yeterli oldugu belirtilmistir. Siit matriksinin karmasiklig1 goz
Online alindiginda, calismada degerlendirilen asit muamelesi ile yeterli geri

kazanimlar (71.0-82.0) saglanmistir. Ayrica arastirmacilar, karmasik 6rnek islemleri
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ve pahali ekipmanlar gerektiren diger calismalara kiyasla nispeten daha diisiik

dedeksiyon limiti elde edilmistir.

S1v1 s1v1 ekstraksiyonu (LLE), karismayan farkli iki siv1 fazda (genellikle su ve
bir organik ¢oziicii) analitlerin farkli dagilma oranina dayali bir ayirma islemidir.
Siireg partitisyon dengesiyle kontrol edilir. Analitlerin ekstraksiyonu, sivi bir fazdan
ikinci bir faza taginmasina baghdir ve bu fazlar arasindaki ¢oziiniirliik farki ile elde
edilir. LLE, ozellikle sulu 6rnekler gibi ¢ok cesitli matrikslerden, bir ¢ok organik
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan ekstraksiyon tekniklerinden

biridir.

Siit numunelerindeki tetrasiklin antibiyotikleri, diklorometan ile siv1 sivi
ekstraksiyonunun ardindan, trikloroasetik asit ile protein ¢okelmesine dayali bir
temizleme ve ekstraksiyon yontemi kullanilarak, kapiler elektroforez ile
belirlenmigtir. Kalintilarin belirlenmesi i¢in yontem yeterli hassasiyet gostermistir ve

elde edilen geri kazanimlar izin verilen limitler dahilindedir [48].

Stizme islemi olarakta bilinen kat1 s1v1 ekstraksiyonu (SLE), LLE ninkine benzer
prensiplere sahip ¢oziicii ekstraksiyonunda kullanilan baska bir tekniktir. Tek fark,
SLE analitlerinin kat1 6rneklerden ckstrakte edilmesidir. SLE islemi, ¢6ziinen
maddelerin yerdegistirmesi yoluyla meydana gelir ve analitler bir ¢oziici
kullanilarak ekstrakte edilir. Fazlar arasindaki etkilegsime bagli olarak, analitler kati

fazdan s1v1 faza difiizlenebilir ve buda ana bilesenlerin ayrilmasina yol agar.

Genel olarak yukarida tarif edilen teknikler, dnemli 6lciide ¢evre kirliligine
neden olan ¢ok miktarda ¢oziicliniin kullanilmasina neden olur. Cevre tizerindeki
olumsuz etkilerinin yanisira, bu teknikler biliyiik dlgiide pahali ve zahmetlidir. Bu
durum g6z Oniine alindiginda, daha basit ve ¢evre dostu ekstraksiyon yontemlerinin

gelistirilmesine ve uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [48].

3.5.3. Ultrases destekli ekstraksiyon (UAE)

Ultrases destekli ekstraksiyon teknigi, ekstraksiyon verimliligini arttirmak icin
ultrases yardimiyla solvent ekstraksiyonu gerektiren bir yontemdir. Teknik,
ekstraksiyon islemi sirasinda numunenin sallanmasi ve 1sitilmasindan olusur.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) gibi, ultrases destekli ekstraksiyonda
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soxhlet ekstraksiyonuna alternatif olarak gelistirilmistir. Kullanilan solvent

miktarinin az olmasi ve nispeten daha hizli olmasi, UAE’yi avantajli yapmaktadir.

Ultrasonikasyon islemlerinde maksimum ekstraksiyon verimi ve istenen
seciciligi elde etmek icin, dikkat edilmesi gereken bir nokta, pH modifikasyonu olsun
olmasin su ile solvent karisiminin ya da solvent tipinin uygun bir sekilde
secilmesidir. Diger tekniklere kiyasla ultrasonikasyon daha avantajlidir. Ciinkii:
teknik oda sicakliginda uygulanabilir ve bu da termobil bilesiklerin belirlenmesini
saglar. Ek olarak, birden fazla ektraksiyon iglemini ayni anda yapabilir ve pahali
yada Ozel bir cihaz gerektirmez. Bununla birlikte, bu teknigin segiciligi ve
zenginlestirme Ozellikleri siirli  oldugundan, gidalardaki kalinti miktarlarini
belirlemek icin genellikle daha fazla numune hazirlama adimlar1 yapilmasi
gereklidir. Bu nedenle, UAE genellikle ekstraksiyon verimliligini arttirmay1
amacglayan ek bir ekstraksiyon islemi olarak diger temizleme veya Onderistirme

metodojileri ile birlestirilir.

Tereyagi, balik dokusu, siit tozu ve yumurtalardan tetrasiklinlerin ekstraksiyonu
icin, % 0,1 (w/v) etilendiaminteraasetik asit (EDTA)- asetonitril-metanol (1:1:1, v/v)
sulu ¢ozeltisinde % 0,1 formik asit ile basit bir SLE prosediirii kullanilmistir.
Bununla birlikte, LC-MS/MS ile % 72-102 araliginda geri kazanim saglamak i¢in
ilave bir UAE adimi gereklidir. Yontem, matriks ile eslesen kalibrasyon egrileri
kullanilarak valide edilmistir ve belirlenen katsayr degeri matriks etkisinin

olmadigini1 gostermistir [48].

Ultrases destekli matriks kati faz dispersiyonu, HPLC-DAD kullanilarak bes
tane tetrasiklinin belirlenmesi icin uygulanmistir. Bu durum siit matrikslerinden
tetrasiklin kalintilarin1 temizlemek ve deristirmek i¢in UAE ile birlestirilmis matriks
kat1 faz dispersiyonu uygulamasina yonelik ilk girisimdir. Ilging bir sekilde, yapilan
islemle yiiksek bir ekstraksiyon verimi ortaya konulmustur. Dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyonu, yumurta o6rneklerinden tetrasiklinleri temizlemek icin UAE ile
birlestirilmistir ve akis analizi kullanilarak spektrofotometrik tayini yapilmistir. ilave
yapilan ultrasonikasyon adimi, metodun ekstraksiyon kapasitesini yaklasik olarak %
6 arttirmistir. Diger calismalar arasinda bu ¢alisma, birkac¢ ekstraksiyon islemi ile
birlestirilerek farkli gida Orneklerinde tetrasiklinlerin geri kazanimlarimi arttirmak

icin ¢ok yonlii UAE nin avantajlarin1 gostermektedir [48].
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3.5.4. QUEChERS yaklasimi (Hizl, Kolay, Hesaph, Etkili, Saglam ve Giivenilir
ornek hazirlama)

LC-MS/MS ve GC/MS cihazlar ile kalint1 analizlerinde, LOD degerlerinden
geri kazanim degerlerine kadar bir ¢ok kritik parametre, numune hazirlama
prosediirine baghdir. 2003 yilinda USDA arastirmacilarindan Lehotay ve
arkadaglarinin gelistirdigi QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) metodu ile laboratuvarlarin kazandigi pratik numune hazirhigr prosediiri,
ozellikle yaygin olarak kullanilan AOAC 2007.01 metodu ile giincellenerek tiim
laboratuvarlarda kullanilmaya baslanmistir. QuEChERS yaklagimimnin baglica
avantajlar1 sunlardir:

e Daha az organik solvent kullanimi saglar. Bu sayede kullanici ve ¢evre

dostudur.

e Klorlu atik olusturmaz, ¢cevreye daha duyarlidir.

e Yonetmelige uygun geri kazanim degerleri elde edilir.

e Daha az islem basamagi ile hizli analiz etme imkani saglar.

e Diisiik analiz maliyeti saglar

QuEChERS yontemi, sebze ve meyvelerde pestisit kalintilarinin analizi i¢in bir grup
arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur. Gelisimi sirasinda, adimlarin sadeligi ve
esnekligi géz oniine alindiginda, herhangi bir laboratuarda uygulanabilecek dinamik
bir prosediiriin elde edilmesine biiyiik onem verilmistir. Ilk QuEChERS yénteminde
asetonitril ile baglangic ekstraksiyonu yapilir, ardindan sivi-sivi bdlmesi magnezyum
siilfat (MgSO4) ve sodyum kloriir (NaCl) ilavesiyle diizenlenir. Bununla birlikte,
ilave temizleme yontemleri atik suyun temizlenmesi ve analitlerin izolasyonu igin

yaygin olarak kullanilmistir [48].

Hayvansal {iriinlerdeki farkli siniflardan veteriner ilaglarin analizinde sikga
uygulanan iiclincii bir temizleme teknigi, yiiksek oranda tuz icerigi kullanilarak
organik solvent ve faz ayirimi ile ekstraksiyonu igeren QUEChERS yaklagimidir. Bu
prosediir QUEChERS olarak kabul edilir ve ilk pestisit analizi i¢in uygulanmistir.
Sonraki yillarda QuEChERS yaklasimi, hayvansal {irlinlerdeki farkli siniftan

veteriner ilaglarin analizinde de uygulanmistir [50].

Bu yontemde, bir ¢cok kalinti analizinde yaygin olarak gdzlemlenen tuzlanma

etkisini arttirmak icin tuzlar ilave edilir. Partitisyon adiminda kullanilan ¢6ziictiniin
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yapisina bagli olarak, ortamdaki tuzlarin varh@ sulu fazdaki bilesiklerin
¢Oziiniirliigiinii azalttigindan dolayi, polar analitler i¢in iyi geri kazanim yiizdeleri
elde edilebilir. Bu asamada asetonitril ile ekstraksiyonun ¢ok uygun oldugu
goriilmiistiir. Ciinkii  0rnek ekstraktini  seyreltmez, organik ve sulu fazlarin
ayrilmasini saglar. Ayrica son ekstraktin diisiik polariteli olmasini saglar. Kuruldugu
giinden bu yana yontem, farkli matrikslerden farkli bilesiklerin ekstraksiyonunu

saglayacak sekilde modifiye edilmis ve gelistirilmistir.

UHPLC-MS/MS ile siitteki veteriner ilaglarin belirlenmesi i¢in 6rnek hazirlama
asamasinda modifiye edilmis bir QUEChERS yontemi kullanilmistir. Doksisiklin
dahil ilaglarin ekstraksiyonu daha fazla bir ekstraksiyon asamasina asetonitil ile basit
bir sivi ekstraksiyonuna dayandirilmistir.  Geleneksel yoOntemlerin aksine,
ekstraksiyon islemi sirasinda asetik asit, Na2EDTA ve sodyum asetatta eklenmistir.
Bu modifikasyon tiiriine QUEChERS tamponlama denilir. UHPLC-MS/MS kullanimi1
analiz siiresini azaltir, hassasiyeti ve ¢oziiniirligii arttirir. Bu teknik, birka¢ dakika

igerisinde farkli siniflardan veteriner ilaglarin tayin ve tespitine olanak saglar [48].

QuEChERS yonteminin farkli modifikasyonlar1 ile LC-MS/MS tekniginin
kombinasyonlar1 kullanilarak, yumurta numunelerinde tetrasiklin veya diger
veteriner ila¢ kalintilarinin es zamamnli analizlerini yapmuslardir. Literatiirlerde
bildirilen bir ¢alismada, sekiz farkli 6rnek temizleme semasinin degerlendirilmesinin
ardindan ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak EDTA iceren sulu asetonitril-formik asit
¢oOzeltisi kullanilmistir. Bugiine kadar, tetrasiklinler i¢in zirkonya kapl silika bazl
HybridSPE kartuslar1 kullanilarak en iyi sonuglar elde edilmistir. Yinede %80’in
tizerinde geri kazanimlar elde etmek igin dispersif sorbentlerle ilave bir temizleme
isleminin yapilmasi gerekir. Son adim numunenin hazirlanmasi i¢in gereken siireyi
uzatmistir fakat daha iyi geri kazamimlar elde edilmistir. Baska arastirmacilarda,
ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak sulu metanol-asetik asit karisimini optimize etmislerdir.
Yumurta ekstraktlarindan lipitleri ve apolar maddeleri ¢ikarmak ic¢in iki farkh
temizleme yontemini test etmislerdir. Yontemlerden birinde silika Cis kullanilan
dispersif SPE, digerinde ise n-heksan ile sivi s1vi ekstraksiyonu yapilmistir. Bu gibi

ornek hazirlama basamaklarinin uygulanmasi matriks etkisini azaltmstir.

HPLC-DAD kullanilarak su ve siit matrikslerinden tetrasiklinlerin analizi i¢in

modifiye edilmis bir QuEChERS yonteminin uygulanmasmin ardindan O6rnek
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temizleme yoOntemi olarakta dispersif kati faz mikroekstraksiyonu (DSPME)
kullanilmistir. Hazirlanan siit o6rnekleri, ekstraksiyon karigimma % 70-72 perklorik
asit ilave edilerek modifiye edilmistir. Ek olarak, analit deorpsiyonu
asetonitril:perklorik, asit:su  karistmi  kullanilarak elde edilirken ortamin

alkalilesmesini saglamak i¢in % 14 NH4OH c¢ozeltisi eklenmistir [48, 50].

QuEChERS gibi teknikler ile tetrasiklinlerin ekstraksiyonu igin, Mg*" ve Ca®"
gibi metal iyonlar ile bu bilesiklerin selatlanmasini onlemek icin ekstraksiyon
karistmina Mcllvainea ya da EDTA tamponlart eklenir. EDTA, analitlerin
ekstraksiyonunu kolaylastiran bir selatlastirma ajani olarak gdrev yapar ve bdylece
yiiksek geri kazanimlarin elde edilmesini saglar. Bu baglamda, EDTA ekstraksiyon
tamponu olarak ve birden fazla 6rnek hazirlama asamasinda kullanilir. QuEChERS
ekstraksiyonu rutin laboratuarda kolayca uygulanabilen hizli ve basit bir yontemdir

[48, 50].

3.5.5. Matriks kat1 faz dispersiyonu (MSPD)

Matriks kat1 faz dispersiyonu, cesitli kati, yar1 kati ya da oldukca viskoz
analitlerin ekstraksiyonu icin yaygin olarak kullanilan bir &rnek hazirlama
yontemidir. MSPD, daha hizli bir genel analiz siiresine ve az miktarda solvent
kullanimina neden olan, tek adimda ekstraksiyon ve temizleme saglayan bir

yontemdir [51].

Bu yontem, tam bir bozulma saglamak i¢in kat1 destek {izerine matriksin
mekanik olarak baglanmasini, 6rnek matriksin kati destek bagl bir faz ile 6rnek
matriksin etkilesimine ve daha sonra uygun eliisyon ¢ozeltisi kullanilarak hedef

analitlerin ekstraksiyonuna olanak saglar.

Son yillarda, gida maddelerinden antibiyotiklerin ekstraksiyonu i¢in az sayida
MSPD yontemi kullanilmigtir. Siitteki antibiyotiklerin es zamanli belirlenmesi igin
bir matriks katt faz dispersiyonu-kilcal elektroforezi (MSPD-CE) ydntemi
gelistirilmistir. Onerilen bu MSPD y&nteminin drneklerin temizlenmesinde basit ve
etkili oldugu kanitlanmistir. Matriks kat1 faz dispersiyonunda, Cis zincirlerinin baglh
oldugu silika gibi birkac kat1 destek maddeside sorbent olarak kullanilmistir. Cis
zincirlerinin bagl oldugu silika destek maddesi ile yapilan ¢alismalarda ytiksek geri

kazanimlar elde edilmistir [48].
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3.5.6. Basinch sivi ekstraksiyonu (PLE)

Basingli s1vi ekstraksiyonu; hizlandirilmis solvent ekstraksiyon1 (ASE), basingh
akiskan ekstraksiyonu (PFE), basin¢li sicak solvent ekstraksiyonu (PHSE), subkritik
solvent ekstraksiyonu (SSE) ve sicak H2O ekstraksiyonu (HWE) gibi ¢esitli isimler
almaktadir. HWE, diisiik maliyet ve toksisiteye neden oldugundan ve bertaraf
edilmesi kolay oldugu i¢in kalint1 analizlerinde giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Oda sicakligr ve basincinda H20 polar bir ¢oziictidiir, fakat sicaklik ve basing artarsa
polarite onemli Olciide azalir ve bu yiizden diisik ve orta polariteli analitleri

¢ikarmak i¢in H2O kullanilabilir [50].

PLE, kat1 6rneklerden analitleri hizli ve etkili bir sekilde ekstrakte etmek igin
kritik noktalara ulasmayan sicaklik ve basingta geleneksel solventler kullanilarak
yapilir. Genel olarak kat1 bir numune paslanmaz c¢elik bir ekstraksiyon hiicresine
doldurulur. Yiiksek sicaklik (40-200 °C) ve basing (500-3000 psi) kosullarinda kisa
bir siire igerisinde uygun bir ¢oziicii ile ekstrakte edilmistir. Son olarak, numune
ekstraktt sikistirillmis gazin yardimi ile bir toplama sisesine almir. Atmosferik
kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklarda solventlerin kullanilmasi analitlerin
¢Oziiniirliiglinii attirir. Dahasi analitin kiitle transfer o6zelliklerini de arttirir ve buda
numunenin daha iyi 1slanmasi, daha iyi solvent penetrasyonu ve daha yiiksek

difiizyon oran1 sagladigindan dolay1 ekstraksiyon verimini arttirir.

Yapilan c¢alismanin birinde, yumurta numunelerinde tetrasiklin kalintilarinin
analizi i¢cin PLE ile yontemi ile ekstraksiyon islemi yapilmistir ve UHPLC-MS ile
analizlenmigtir. Tetrasiklinler 70°C* de birebir oraninda siiksinik asit tamponu
(pH=6.0) ve asetonitril karigimi kullanilarak ekstrakte edilmistir. Diger bir ¢calismada
ise yumurta numunelerinden tetrasiklin kalintilarinin analizi i¢in PLE ile yontemi ile
ekstraksiyon islemi yapilmistir ve HPLC-UV ile analizlenmigtir. Ekstraksiyon
prosediirii icin yliksek sicaklikta (60°C) ve basingta (65 bar) ayarlanan bir
triklorasetik asit-metanol karisimi kullanilmistir. Her iki yontemde hedeflenen amaca
ulagsmada etkiliyken, her birinden elde edilen tayin limiti ve geri kazanim
degerlerinin sinirlar1 g6z oniine alindiginda ikinci ¢alismada daha iyi sonuglarin elde
edildigi goriilmektedir. HPLC-MS/MS teknigi, HPLC-UV’ye kiyasla nispeten daha
hassas ve spesifik oldugundan dolay1 birinci yontemin daha iyi sonuglar vermesi

beklenmekteydi. Fakat ikinci yontemde daha iyi sonuglar elde edilmistir. Sonug
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olarak ikinci yontemde birinci yonteme gore daha iyi bir PLE prosediiriiniin ortaya

konuldugu gézlemlenmistir [48, 49].

3.5.7. Mikro ekstraksiyon teknikleri
Mikroekstraksiyon teknikleri, klasik 6rnek hazirlama tekniklerindeki otomasyon
zorlugu, fazla miktarda 6rnek ve organik sivinin kullanilmasi, karmasik ve zaman

alict olmasi, gibi sorunlar1 bertaraf etmek i¢in gelistirilmistir [48].

Kat faz mikroekstraksiyonu (SPME)

Kati faz mikroekstraksiyonu solventsiz bir numune hazirlama teknigidir ve
geleneksel SPE tekniginin minyatiirlestirilmesinden olusmustur. SPME’de analitler,
uygun bir sabit faz ile kaplanmis silika lifi ylizeyine sorbentlenir. Bu yontem
partitisyon dengesiyle kontrol edilir ve kati, sivi, gaz halindeki Orneklere
uygulanabilir. Ekstraksiyonun maksimum hassasiyeti denge noktasinda elde
edilirken, iyi sonuglar almak i¢in bu noktaya ulagsmak gerekli degildir. Boylece,

ekstraksiyonlar belirli bir siire i¢erisinde gerceklesir.

SPME iki temel adimda gerceklesir. Birinci adim, sorbent tabakasi ve ornek
matriksi arasindaki analitin dagilma dengesini igerir. Bu adim, ayirma icin analitler
uygun mobil faza desorplanmasiyla gerceklesir ve genellikle GC yada HPLC ile
yapilir. SPME-GC analizinde, analitler termal olarak kolona desorplanir ve buda
genellikle ucucu ve termal olarak kararli bilesiklerle simirhidir. Ayrica, bazi
uygulamalar i¢in 6rnek matriksin tiirevlendirilmesi gereklidir. SPME-GC analizleri
yaygin olarak, bitki ekstraklarinda, gidalarda, ¢evresel ve biyolojik Orneklerde
metabolitlerin analizi i¢in uygulanir. SPME-HPLC analizinde ise desorpsiyon, statik
veye dinamik bir mod kullanilarak uygun bir ara yiizde gerceklesir. Desorpsiyon, bir
organik ¢oziicli veya mobil faz vasitasiyla gerceklestirilir. Yiiksek sicakliktaki termal
desorpsiyon, polimerlerin bozulmasina ve ugucu olmayan bilesiklerin tamamen
desorplanmamasina neden olur. Sonu¢ olarak SPME cihazlar1 genellikle LC

otomasyonu i¢in daha uygundur [48].

e Dispersif kati faz mikroekstraksiyonu (DSPME):
Dispersif kati faz mikroekstraksiyonu, SPME’ninkine benzer bir fikirle
gelistirilmistir ve karistirma ¢ubugu sorptif ekstraksiyon (SBSE) yontemine dayanir.
Bu ekstraksiyonda, analitlerin ekstraksiyonu ve zenginlestirilmesi, 6rnek ¢dzeltisine

sadece az miktarda dispersif kati sorbent ileve edilmesiyle gerceklestirilir.
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Ekstraksiyondan sonra alikonan analitleri igeren ¢oziiciiler santrifijlenir ve
filtrelenir. Daha sonra analit desorpsiyonu i¢in az miktarda bir ¢oziicii ile yikanir ve
kurutularak sivinin fazlasi atilir. Bu tiir bir islemde, hedef analitler adsorbanlarla
daha kolay etkilesime girer ve bu nedenle de elde edilen adsorpsiyon kapasiteleride,
geleneksel SPE’den daha yiiksektir. Kesfedildiginden beri DSPME, gida
analizlerinde ¢ok az uygulanmis olmasina ragmen gelecek vadeden bir Ornek

hazirlama teknigi olarak kabul edilir [48, 49].

S faz mikroekstraksiyonu (LPME)

Sivi faz mikroekstraksiyonu, analitik ekstraksiyonlar icin kii¢lik hacimli sivilara
uygulanma ihtiyacindan dogmustur yani geleneksel sivi sivi ekstraksiyonunun
minyatiir bir uygulamasidir. Bu yontem, az miktarda uygun bir ¢oziicii ile analitleri
iceren sulu bir faz arasindaki dagilimina dayanir. Bu alandaki ilk arastirma 1996
yilinda, mikro siringa ucundan askiya alinan organik damlaciklarin kullanilmasiyla
yapilmustir ve teknige tek damla ekstriizyon (SDME) adi verilmistir. Daha sonra bu
teknoloji, ekstraksiyon sivilarinin korunmasi i¢in gozenekli i¢i bos oyuk fiberlerin
kullanilmast ile gelistirilmistir. Bu da 1999 yilinda oyuk fiber sivi faz
mikroekstraksiyonun (HF-LPME) gelismesine yol acmistir. 2006 yilinda bir grup
arastirmaci, minimallestirilmis siv1 siv1 ekstraksiyonun degistirerek dispersif sivi sivi
mikroekstraksiyonu (DLLME) gelistirilmistir. Son iki yontemde, hayvansal gidalarda

tetrasiklin kalintilarinin analizinde kullanilmustir [48].

3.6. Kromatografik Ayirma Yontemleri

Kromatografi, kompleks karigimlarda bulunan ve diger yontemlerle ayirilmasi
zor olan, birbirine yakin ozellikteki maddeleri ayirmak i¢in, ¢evre, biyoloji, gida,
kimya, tip eczacilik vd. pek cok alanda yaygin olarak kullanilan oldukg¢a etkin
ayirma teknigidir [52].

Kromatografik ayirmalar, biri sabit Oteki hareketli olan iki faz (ortam) arasinda
gergeklestirilir. Ayrilmasi istenen madde veya maddeler ¢Oziinmiis halde hareketli
faza ilave edilir. Hareketli faz, kat1 bir fazdan gegirilerek ayrim saglanir. Hareketli
faz s1v1, gaz veya siiperkritik bir akiskan olabilir. Sabit faz ise kati bir ylizey iizerine
veya kolana doldurulmus, hareketli faz ile karismayan, kat1 bir duran faz veya kati
destek maddesine tutundurulmus sivi bir duran faz olabilir. Sabit faz tarafindan

degisik derecelerde alikonulan bilesenler hareketli fazla siiriikleneceklerdir. Sabit faz
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tarafindan bagil olarak kuvvetle alikonulan bilesenler, hareketli faz ile yavas
ilerlerken zayif alikonulanlar hizli ilerleyecektir. Bu sekilde birbirinden ayrilarak

kalitatif ve kantitatif tayinleri miimkiin olacaktir.

Kromatografik metotlar, iki sekilde smiflandirabilir. ilk siniflandirma ydntemi,
fazlarin fiziksel olarak birbiri ile etkilesimine (uygulama bi¢imine) gore yapilir ve

kolon kromatografisi veya diizlemsel kromatografi olmak iizere ikiye ayrilir [53-55].

Ikinci smiflandirma yontemi ise, fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde
aktarimini saglayan dengelerin cinslerine (ayirma mekanizmasina) goére yapilir ve

tice ayrilir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Genel Simf Yontem Sabit Faz Denge Tiirii
S1vi-S1v1 Kati iizerine Dagilma
sabitlenmis s1v1
Sivi-Kati Kat1 Adsorpsiyon
Iyon degisimi | Iyon degistirici Iyon degisimi
1. Sivi Kromatografisi regl'ne . -
Boyut eleme | Polimer bir katinin Dagilma/Eleme
gozenekleri
arasindaki sivi
Affinite Kati yiizeye bagh Dagilma
organik tiirler
2. Gaz Kromatografisi | Gaz-Sivi Katiya absorplanmig | Dagilma
S1V1
Gaz-Kati Kat1 Adsorpsiyon
3. Siiperkritik Akiskan Kati bir yiizeye bagli | Dagilma
Kromatografisi organik tiirler
3.6.1. Ayirma mekanizmalarina gore sivi kromatografisi
Adsorpsiyon kromatografisi
Adsorpsiyon kromatografisinde ayrim temel olarak, ayrilmasi istenilen

maddelerin bulundugu karisimin hareketli faza ilave edilip, kat1 fazdan gecirilmesi
ile yapilir. Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi, kati fazda farkli adsorplanma
derecelerine sahip olmalar1 ile gerceklesir. Bu metotta sabit faz olarak ince
ogiitiilmiis kalsiyum karbonat, aliiminyum oksit, talk, silkajel ve aliimina gibi
maddeler kullanilir. Hareketli faz olarakta, su, alkol, aseton, kloroform, nitrobenzen,

tollien, benzen gibi ¢oziiciiler kullanilir [56].
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Dagilma kromatografisi

Birbiriyle karigmayan iki sivi arasinda 6rnek bilesenlerinin dagilmasi temeline
dayanir. Sivilardan biri kat1 destek maddesinin porlar1 i¢cinde adsorbe edilerek tutulur
ve duran faz islevi goriir. Duran faz ile doyurulmus olarak kullanilan diger siv1 ise
hareketli faz islevi goriir. Dagilma kromatografisi en yaygin kullanilan sivi

kromatografisidir.

Dagilma kromatografisinin uygulama ve gelisiminin ilk asamasinda sivi-sivi
kolonlar kullanilmigtir. Daha sonraki gelisim asamalarinda bagl faz kromatografi
yontemi gelistirilmistir. Bu teknikler arasindaki fark destek katisina durgun fazin
tutunmasina dayanir. Sivi-s1vi kromatografide, sivi bir durgun faz dolgu maddesinin
yilizeyine fiziksel adsorpsiyonla tutulmustur. Bagl faz kromatografi yonteminde ise
stvi, durgun faza kimyasal olarak baglanmistir ve hareketli fazda ¢dziinmeyen

yiiksek kararlilikta dolgular elde edilmistir.

Dagilma kromatografisi, hareketli ve durgun fazlarin bagil polarligina bagh

olarak normal faz ve ters faz olmak {izere ikiye ayrilir [54-57].

Normal faz kromatografi: Bu yontemde, durgun faz olarak, kuvvetli polar olan
silika jeller veya bir alkil nitril ya da bir alkil amin gibi polar bir bilesik kullanilirken,
hareketli faz olarak n-hekzan veya tetrahidrofuran gibi bir polar olmayan solventler
kullanilir. Béylece kolona yiiklenmis olan 6rnek molekiilleri arasinda polar olanlar,
kolon materyali lizerinde adsorblanarak daha az polar olan molekiillere gore, kolon
icerisinde daha uzun kalacaklardir.

Ters faz kromatografi: Bu kromatografi yontemi ise normal faz kromatografinin
tersidir. Bu nedenle, ters faz kromatografide durgun faz olarak oktasilan (OS) veya
oktadesilsilan (ODS) gibi bir polar olmayan (hidrofobik) bilesik kullanilirken;
hareketli faz olarak ise su/asetonitril veya su/metanol gibi polar bir ¢6ziicti kullanilir.
Bu durumda ise kolona yiiklenmis olan o6rnek materyalindeki polar olmayan

molekiillerin eliisyonu, polar olanlara oranla daha sonra gergeklesecektir.

Iyon degistirme kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, bir ka1 maddenin yapisinda bulunan iyonlari,
temasta bulundugu c¢ozelti icindeki ayni cinsten yiiklii (pozitif iyonlarin pozitif
iyonlarla, negatif iyonlarin da negatif iyonlarla) bagka iyonlarla bir dengeye gore

degistirmesi esasina dayanir. Bu amagla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti ortaminda
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hi¢ ¢éziinmeyen biiylik molekiillii dogal ve yapma maddelerdir. Bunlar inorganik ve
organik olmak iizere ikiye ayrilir. inorganik olanlar killer ve zeolitlerdir. Organik

olanlar ise sentetik iyon degistiricilerdir [52, 58].

Inorganik iyon degistiriciler: En ¢ok bilinen inorganik degistiriciler zeolitlerdir.
Bunlar genel olarak Na:Al>Si14012, formiiliindedir. Zeolitler yapilarinda bulunan
sodyum iyonlarin1 Fe?*, Ca®", Mn?', Mg?" iyonlarla degistirme 6zelligine sahiptir.
Zeolitler kisaca NazP seklinde gosterilir ve sulu ortamda asagidaki gibi denge
olustururlar.

NaxP + Ca?* <5 CaP +2Na"
Na:P + Mn** £ MnP + 2Na'

Organik iyon degistiriciler: Organik iyon degistiriciler suda ve bir¢ok organik
¢oziiciide hi¢ ¢ozlinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok anyon ve katyon
tastyan biiylik molekiillii polimerlerdir. Bunlar hem anyon hem de katyon
degistirmede kullanilir. Katyon degistirici recinelerin en genel aktif bolgeleri,
kuvvetli bir ait olan siilfonik asit grubu (R-SO3H ) ve zayif bir asit olan (R-COOH)
dur. Siilfonik asit tipi bir iyon degistirici, M katyonu igeren bir sulu ¢ozelti ile

temas ettiginde, agagidaki gibi bir yer degistirme dengesi meydana gelir.

nR-SOsH + M™ <= (R-SO3)«:M + nH"

nR-COOH +M™ <= (R-COO)M +nH"
Anyon degistirici recineler, kuvvetli bir baz olan tersiyer amin gruplarini (R-
N(R1)30H) veya zayif bir baz olan primer amin gruplarim1 (R-NH30H) igerir.
Temasta bulundugu anyonlarla asagidaki gibi denge olusturur. Her bir anyon
saga dogru olusan tepkimeler geregi anyon degistiriciye tutunurken, ters yondeki

tepkimelerle anyon degistiriciden ayrilirlar [58].

nR-N(R1):OH + A" €= (R-NRi)s}mA + nOH-

Boyut eleme kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi, karigimdaki maddelerin molekiil biiyiikliiklerine
gdre ayrimmi yapan bir yontemdir. Ozellikle yiiksek mol kiitleli tiirlerin ayrimini
yapan bir tekniktir. Bu yontem i¢in kullanilan dolgu malzemeleri, ¢6zlinen madde ve
¢oziicii molekiillerinin icine diifiizlenebilecegi diizgiin bir gozenek ag1 iceren
yaklagik 10 pum boyutunda, silis veya polimer partikiillerden meydana gelmistir.

Gozenekler i¢inde molekiiller, etkin bir sekilde yakalanir ve hareketli faz akimi ile
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uzaklagtirilir. Molekiiller etkin biiyiikliiklerine gore gozeneklerde farkli siirelerde
kalirlar. Gozenekten daha biiyiik olan molekiiller gozeneklere giremez ve dolasiyla
dolgu maddesi tarafindan tutulumazlar. Bu nedenle hareketli fazda kolayca
stiriiklenirler ve kolunu ilk terkedenler bunlardir. Diger taraftan capi gozenek
capindan c¢ok daha kiiciik olan molekiiller, gozenek i¢inde saga sola
yalpaladiklarindan, gozeneklerde kalma siireleri artar ve kolonu en son terk ederler.
Bu iki smir deger arasindaki biiyiikliikte olan molekiiller birbirlerinden ayrilarak
kromatogram verirler. Boyut eleme kromatografisinde sabit faz ve hareketli faz

arasinda kimyasal ve fiziksel bir etkilesim yoktur [56, 59].

Affinite kromatografisi

Affinite kromatografisi ile saflagtirma, diger kromatografi tekniklerinin cogunda,
elektroforezde ve santrifiij tekniklerinde oldugu gibi ayristirilacak olan molekiillerin
fiziksel Ozelliklerine dayanmamasit nedeniyle, bu tekniklere benzemez. Bu
tekniklerin aksine affinite kromatografisinde, saflastirilacak olan biyomolekiillerin
biyolojik fonksiyonlarindan veya kendilerine 06zgii kimyasal yapilarindan
yararlanilmaktadir. Bunun bir sonucu olarak da affinite kromatografisi teoride,
kompleks biyolojik karigimlardan dahi tek bir islemle, homojen safliktaki
materyallerin elde edilmesini saglama 0Ozelligindedir. Bu nedenle affinite

kromatografisi, biyomolekiillerin saflagtirilmasinda 6nemli bir konuma sahiptir.

Affinite kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisinin bir tipidir. Afinite
kromatografisi, hedef biyomolekiiliin, ¢éziinmeyen bir destek materyali (matriks)
izerine immobilize edilen ve hedef molekiilii tamamlayict baglanma uglar1 igeren
ligandlar tarafindan spesifik ve geri dontisiimlii olarak adsorbe edilmesine dayali bir
yontemdir. Ligand ile hedef molekiil arasindaki biyolojik etkilesimler, elektrostatik
veya hidrofobik interaksiyonlar, van der Waals veya hidrojen baglar1 ile
gerceklesebilmektedir. Hedef molekiiliin ortamdan eliisyonu ya yarismaci bir
ligandin kullanilmasi ya da ortamin (mobil faz) pH, iyonik kuvvet veya polaritesinde
degisimler yapilmasi ile saglanmaktadir [60]. Bilesigin kolondan eliisyonu sirasinda
kullanilan mobil faz, bilesigi denatiire etmemeli ve bilesigin spesifik aktivitesinde

veya fonksiyonunda herhangi bir degisime de neden olmamalidir [53].

Bu yontemde saflastirma genellikle tek bir adimda, birka¢ bin kat artirilmakta ve
saflagtirilmak istenen molekiiliin geri kazanimiysa, oldukca yiiksek verimlilikte

olmaktadir [56].
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3.6.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan HPLC yonteminde,
sabit faz olarak kullanilan pargacik boyutlariin énemli dl¢iide kiiciiltiilmesi sonucu
hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alani biiylir ve boylece kolonun etkinligi
arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla
gecebilmesi i¢in bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yliksek verimdeki kolonlarin ve
oldukca yiiksek basinglarin kullanildigt HPLC, kimya, biyokimya, biyoteknoloji,
farmakoloji, tip kimyasi, bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini iceren
alanlarda ayirma ve analiz i¢in vazgecilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle diger kromatografik tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve
analizi i¢in uygundur. HPLC, cevre sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve
yiiksek polarliktaki bilesikleri, herhangi bir tlirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve

analiz edebilir [52, 53].

Poroz bir materyal igceren kolona 6rnek ¢ozeltisi pompalanir ve bir mobil faz
yardimiyla kolon boyunca yiiriir. Maddeler, kolondan gegerken farkli dagilma
davranislarina bagl olarak farkli go¢ oranlarina sahip olduklarindan, farkli tutunma
zamanlarina sahip olacaklardir ve bu siireye bagli olarak kolondan yine ayr siirelerde

¢ikacaklardir [57].

Cozlcl rezervuan
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HPLC Kolonu
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Atk Rezervuar

Sekil 3.5. HPLC sisteminin sematik gosterimi

Sekil 3.5’te goriildiigii gibi standart br HPLC donanimi temel olarak 5 bilesenden
olugmaktadir. Bu bilesenler sirastyla; pompa, enjektor, kolon (sabit faz) , dedektor ve

bunlarin kaydedildigi bir ekrandir.
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3.6.3. Sivi kromatografisinde kullanilan dedektorler

UV/Vis Spektrofotometrik dedektorler

Kimyasal bilesiklerin ¢ogu, elektromanyetik alan ile bir etkilesim
gostermektedirler.  Elektromanyetik radyasyonun 1sinlar1  dedektoriin -+ akish
kiivetinden gectiginde, akish kiivette bulunan bilesikler ile 1s1n arasindaki etkilesim
nedeni ile 1s1mmin yogunlugunda bir degisiklik meydana gelmektedir. HPLC
sistemlerinde kullanilan optik dedektdrlerin ¢ogunun calisma prensibi ise 1sinin
yogunlugunda meydana gelen bu degisikligin siddetinin 6l¢lilmesine dayanmaktadir.
Bu dedektorler istenilen dalga boyuna ayarlanarak, bilesiklerin belirlenmesine izin
verirler. Uygun dalga boyu secilerek, absorbsiyon 6zelligine sahip bir bilesigin en

duyarli sekilde belirlenmesine olanak saglar [56, 61].

Fotodiyot dizisi dedektorleri

Bu dedektorler, eliisyon sivisi akighh kiivetlerden gecerken, degisik dalga
boylarindaki absorbans taramalarinin ve istenilen dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin hassas olarak Ol¢iilmesine izin vermektedirler. Fotodiyot dizisi
dedektorleri, 0,01 saniyede birgok dalga boyunda ya da biitiin dalga boylarinda
eliisyon sivisinin absorbansinin siirekli olarak 6l¢iilmesine olanak sagladiklarindan,
analitlerin ellisyon zamanlarina bagl olarak tanimlanmasinin yan sira, analitlere ait
kalitatif bilgilerin elde edilmesini de saglamaktadirlar [56, 61]. Bu dedektorlerin en
Onemli avantaji, ayrimi yapilmak istenen analitlerin, analizinde se¢ilmesi gereken en
dogru dalga boyunun secilmesini saglamasidir. Ozellikle belirli bir analitin, farkli
dalga boylarindaki molar absorbtivitelerine ait bilgi yoksa fotodiyot dizisi

dedektorlerden elde edilen veriler, analiz i¢in ¢ok dnemlidir.

Floresans dedektorler

S1v1 kromatografi sistemleri ile birlikte kullanilan modern dedektorler arasinda en
hassas detektorlerden biridir. Floresans dedektorler ile ornek kiiveti icerisinde
bulunan ve floresans Ozellik gosteren, tek bir molekiilin dahi belirlenebilmesi
miimkiindiir. Tipik olarak UV’yi kuvvetli absorbe eden bir bilesigin belirlenmesinde
floresans dedektorlerin duyarliligi, UV dedektorlerin duyarliligina oranla 10-1000
defa daha hassastir. Fluoresans dedektorler, diger optik dedektdrlere gore oldukca

0zgil ve secicidirler. Bu nedenle, 6rnek materyalleri i¢indeki 6zgiil bir floresans
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bilesigin belirlenmesinde, fluoresans dedektorlerin  kullanilmasi, bir avantaj

olusturmaktadir [62].

Kondiiktivite (iletkenlik) dedektorleri

Elekrolitik kondiiktivite dedektorlerinde, kolon eliisyon sivisinin iletkenligi
stirekli olarak oOl¢iilmekte ve akish kiivet icerisinde analitin bulunmasi,
kondiiktivitenin degismesi ile belirlenmektedir. Kondiiktivite dedektorlerinde
kullanilan akigh kiivetler ise olduke¢a kiigiik hacimli kapillerden olusmakta olup, bu
kapillere iki elektrot baglanmstir.

Akish kiivet icerisinden akmakta olan kolon eliisyon sivisi ile birlikte analitler
kiivete girdiginde, eliisyon sivisinin kondiiktivitesi degismekte ve bu degisiklikler
stirekli olarak kaydedilmektedir. Kondiiktivite dedektdrlerinin tepkimesi ise oldukga
genis bir aralikta derisim ile dogru orantili oldugundan, uygun kalibrasyonlarin
onceden yapilmasi durumunda dedektér ¢ikis sinyalinin belirlenmesine de izin
vermektedirler. Bu dedektdrlerle en iyi sonuglar ise izokratik eliisyonlarin yapildigi
kromatografik calismalarla saglanmaktadir. Kondiiktivite dedektorleri iyon

degistirme kromatografisinde bagarili bir sekilde kullanilmaktadir [56].

Elektrokimyasal dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler, indirgenebilen ve yiikseltgenebilen maddelerin
analizinde kullanilan ¢ok hassas dedektorlerden biridir. Bu dedektorlerde akish
kiivete, birisi kararli bir yer degistirici (karsit) elektrotu (Ag/AgCl veya calomel)
digeri ise polarlasabilirligi oldukca yiiksek olan bir hareket (caligsma) elektrotu olmak
tizere iki elektrot baglanir.

Hareket elektrotuna, analit akish kiivet boyunca gectikge, elektrot yiizeyindeki
molekiillerin oksitlenmesini veya rediiklenmesini ve sonugta iki elektrot arasinda bir
akim akisinin olusumunu saglayacak seviyede sabit bir gerilim (potansiyel)
uygulanir. Yer degistirici elektrota uygulanan gerilim (potansiyel) ise olusan akimin
kaydedicide tam Olgekli bir sapma meydana getirmesine yeterli olmaktadir.
Hidrokarbonlar, aminler, amidler, fenoller, fenotiazinler, katesolaminler ve
kuinolinler oksitlenebilen bilesiklerdir. Olefinler, esterler, ketonlar, aldehitler, eterler,
azo ve nitro bilesikleri ise rediiklenen bilesiklerdir. Harcketli fazda ise tabi ki

dedektorde tepkime olusturacak bilesikler bulunmalidir. Elektrokimyasal dedektdrler
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ise Ozellikle katesolaminlerin, vitaminlerin ve antioksidantlarin analizinde

kullanilmaktadir [61].

Kirdma indisi dedektorleri

Kirilma indisi dedektorleri, saf haldeki hareketli faz ile 6rnek bilesenlerini igeren
hareketli fazin kirilma indisi farkini 6lgme prensibi ile ¢alisir. En 6nemli avantaji
neredeyse biitin maddelerin tespitinde kullanabilir olmasidir. Ancak diger
dedektorlere oranla daha diisiik hassasiyete sahiptirler. Bu dedektorlerle calisilirken
sicakligin sabit olmasi ¢ok Onemlidir. Mobil faz oram1 degisimine ¢ok duyarli

olduklart i¢in, gradient eliisyon sistemi uygulanamaz [54, 56].

Kiitle spektrometre dedektorleri

Kiitle spektrometre dedektorii, kromatografi ve spektroskopi sistemlerinin bir
araya getirilmesi ile olugsmus bir sistemdir. Yiiksek performansli sivi kromatografi
sayesinde molekiiller, fizikokimyasal 6zelliklerine gore kiitle dedektorii ile analiz
edilmektedir. Molekiiller normalde yiiklii degillerdir, fakat kiitle spektrometreleri
iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize molekiiller haline
dondstiirtirler [61]. Bu tip dedektorlerde, yiiksek hassasiyette segici filtrelerden iki
adet bulunmaktadir. Birinci filtrede ‘kiitle/yiik’ oranina gore ayrilan molekiiller,
par¢alanma hiicresinde yiiksek saflikta azot gazina carptirilarak parcalanmaya tabi
tutulmaktadir. Olusan pargalanma iyonlari, ikinci filtreye girerler. Ikinci filtrede
parg¢alanma sonucu olusan iyonlarin iizerinden teshis ve miktar tayini yapilir. Ayni
m/z oranina sahip pek c¢ok molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni parcalanma
iyonlarmma sahip molekiil sayis1 dogada 1/10000 diir. Bu nedenle cok diisiik
konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir
[53]. Olgiim hassasiyeti, uL 6rnek hacimlerinde ng, pg diizeyinde bir duyarliliga
sahiptir. Coklu analit tespitinde, karmasik matrislerde bulunan eser seviyedeki

analitlerin hassas miktar tayini analizi i¢in kullanilir [55].

3.6.4. S1v1 kromatografisinde sistem uygunluk parametreleri
Sistem uygunluk parametreleri, kromatografik metodun, numunelerin ve
kullanilan ekipmanlarin dogru ve kesin sonuglar verdiginin degerlendirilmesi i¢in

gerekli olan kavramlardir.

37



Kapasite Faktorii (k’)

Kapasite faktorii, bir bilesigin kolon igerisindeki kalma siiresinin bir ol¢iistidiir.
Her bir bilesen i¢in ayr1 ayri1 hesaplanmalidir. Standartlarin kapasite faktorlerini
belirlemek i¢in kullanilan to degeri kolanda tutulmayan bilesenin alikonma
zamamdir. Iyi bir kromatografi metodunda, her bir standartin kapasite faktor
degerinin, 2<k’<10 araliginda olmas1 gerekmektedir [63].

k,: tr_to
to

tr = Bilesigin alikonma zamani
to = Kolanda tutulmayan bilesin alikonma zamani

Teorik Plaka Sayst (N)

Teorik plaka sayisi, kolonun etkinligini belirleyen, sivi ve kat1 faz arasinda tam
bir denge olusturabildigi yeterli alanlara sahip ve birbirine bitisik cok sayidaki
plakadan olustugu kabul edilen kuramsal bir kavramdir. Iyi bir kromatografik sistem

icin, kolon performansini ve etkinligi belirleyen teorik plaka sayis1 2000’den biiyiik

olmalidir [63].
2
N=16(t—r)
W
Kuyruklanma ve Pik Simetri Faktorleri
Pik kuyruklanma faktoriiniin 1 olmasi pikin simetrik oldugunu gosterir.

Kuyruklanma faktorii 0.5< T <2 araliginda ve pik simetri faktorii ise 0.5< T <1,5

araliginda olmalidir [63].

Secicilik (a) ve Ayirma Faktorii (R)
Segicilik faktorii (o), bir kromatografi sisteminin, yapisal olarak birbiri ile ilgili
olan bilesikleri (A ve B bilesikleri) ayristirma yeteneginin bir dl¢iisiidiir. Iyi bir

kromatografi metodunda segicilik faktorii a>1 olmalidir.

ts—1to

ta—To

Ayirma faktorii, iki bilesik arasindaki kromatografik ayrimimin, kantitatif bir
degeridir. Ayirma faktoriinlin hesaplanmasinda, teorik plaka sayisi, kapasite faktori
ve secicilik faktorleri kullanilmaktadir. Ayirma faktoriiniin 1,5 olmasi iki bilesigin

tamamen ayrildig1 anlamina gelmektedir [63].
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R () (D)

3.7. Analitik Yontem Validasyonu
Analitik yontem validasyonu, yontemin amaglanan analitik uygulamanin tiim

gereklerini karsiladiginin, laboratuar ¢aligmalart ile kanitlanmasi islemidir.

3.7.1. Secicilik (matriks etkisi)

Segicilik, analiz edilen karisimda, ayrilmak istenen maddenin, diger maddelerden
veya safsizliklardan spesifik olarak (girisim yapmadan) ayrilmasini ifade eder. Bir
analitik metodun seciciligi, calisilan karisim ¢ozeltisinde analiz edilecek maddenin
sinyalinin; safsizlik, yardimc1 madde ve kullanilan ¢6zelti sinyalleri ile girisim yapip
yapmadiginin kontrolii ile belirlenir.

Validasyonun en onemli parametresidir, metot gelistirilirken ilk yapilmasi

gereken testtir [64-69].

3.7.2. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, ayn1 6rnekten alinan ayni kosullarda hazirlanan
coklu numunelerin analiz sonuglariin birbirlerine yakinligin1 gésteren parametredir.
Kesinlik rastgele hatanin bir 6l¢iisiidiir ve ayni numuneden yapilan tekrar analiz
sonuglarinin, standart sapmasinin, varyansinin ve bagil standart sapmasinin
hesaplanmasi ile belirlenir. Kesinlik, tekrarlanabilirlik (sistem kesinligi) ve tekrar

elde edilebilirlik (metot kesinligi) olmak tizere iki farkli ¢aligma ile yapilir [64-69].

Tekrarlanabilirlik (Sistem Kesinligi)

Tekrarlanabilirlik parametresi, kullanilan ekipmanin performansinin 6l¢iistidiir. Ayni
aragtirmaci tarafindan, ayni Ol¢iim kosullarinda (ayni cihaz ve ekipmanlar, ayni
laboratuar sartlar1), ayni giinde yapilan O6lgiim sonuglarinin birbirine yakinligini
degerlendirmek amaciyla standart sapmasmin hesaplanmasidir. Olgiim araliginda
farkli derisimlerde (en az 3) yapilmalidir. Her derisim seviyesinde en az 6 tekrar
uygulanmalidir. Ardindan her derisim icin standart sapma ve bagil standart sapma

hesaplanir.

Tekrar Elde Edilebilirlik (Metot Kesinligi)
Bir metodun fakli 6l¢iim kosullarinda (farkli cihaz, ekipman ve kimyasallar ile farkl

calisma sartlarinda), genis zaman arahifinda farkli giinlerde yapilan Olgiim
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sonuglarinin birbirine yakinlhigin1 degerlendirmek amaci ile standart sapmasinin

belirlenmesidir. Denemeler 6l¢iim araligi i¢inde farkli derisimlerde yapilir.

3.7.3. Dogruluk

Analitik metodun dogrulugu, bu metot ile test edilen analiz sonuc¢larinin gercek
sonuglara yakinlhigidir. Dogruluk, geri kazanim olarak da adlandirilir. Analitik
metodun, belirlenmis aralik boyunca dogrulugu kanitlanmis olur. Numune ortami
icindeki analitin tayini ile elde edilen miktarin, saf analitin ¢ozeltisine gore ne kadar
geri kazanildiginin analiz edilmesi gerekir.

Bilinen ii¢ farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler matrikse eklenir, varsa bir
ayirma metodu ile geri elde edilir ve tayin edilerek bilinen miktarla karsilagtirilarak

hesaplanir [64-69].

3.7.4. Olgiim alt limiti (LOD) ve Tayin alt derisimi (LOQ)

Bir analitik yontemin alt tayin limiti, analizi yapilan maddenin dedekte
edilebildigi ve kantitatif olarak tayinin zorlastig1 en diisiik derisimdir. LOD degerini
hesaplamak i¢in birka¢c metot olsada, genel olarak etken maddelerin analizleri igin
sinyal/gliriiltii (S/N) oranin 3 olmas1 gerektigi yaklasimi kullanilmaktadir. Her bir
etken maddenin, ¢alisma standartlarindan ayr1 ayr1 seyreltmeler yapilarak, gecerli
yontemle analizleri yapilip ve sinyan/gliriilti oraninin 3 oldugu derisimler
belirlenerek, hesaplanir.

Bir analitik metodun, alt derisim limiti (LOQ) test edilen maddelerin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlik ile sayisal olarak ol¢iim yapilabilen en diisiik
derisimidir. Genel olarak, LOQ degerini belirlemek i¢in S/N oranin 10 olmasi
gerektigi  yaklasgimi  kullanilmaktadir. Her bir etken maddenin, ¢alisma
standartlarindan ayr1 ayri seyreltmeler yapilarak, gecerli yontemle analizleri yapilip

ve sinyan/giiriiltii oraninin 10 oldugu derisimler belirlenerek, hesaplanir [64-69].

3.7.5. Caliyma arahg

Analitik test metodunun dogru, kesin ve lineer sonug¢ verdigi alt ve {ist derisim
araligimin belirlenmesi i¢in yapilan caligmalardir. Bir analitik yontemin g¢alisma
araligr dogrusallik calismalar1 ile olusturulur. Dogrusallik caligsmalari, alt ve iist
derisim dahil en az 5 farkli derisim ile belirlenmelidir. Her bir derisim, sistem ile en
az 3 kez analizlenmelidir. Dogrusallik ¢alismalar1 3 ayr1 giinde tekrar edilmelidir

[64-69].
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3.7.6. Cozelti stabilitesi

Cozelti stabilitesi calismasinda, analitik metotta hazirlanan standart ve numune
¢ozeltilerinin stabil oldugu kosullar ve siire belirlenir. Standart ve numune ¢ozeltileri
oda sicaklig1 ve buzdolabinda bekletilerek farkli zaman araliklarinda analiz edilir ve
baslangi¢ degerleri ile karsilastirilir. Standart ve numune ¢ozeltilerinin stabil oldugu
siire saat veya giin olarak tayin edilir. Secilecek bekletilme siiresi analize 6zgidiir.
Eger etken madde bu siire ve saklama sartlarinda bozulacak olursa bu sartlar

limitlendirilir ve metotta belirtilir [64-69].

3.7.7. Saglamhk

Analitik bir metodun saglamligi, metot parametrelerinde yapilan kasitli ve kiiciik
degisiklikler ile normal kullanim siiresince metot gilivenirliligini saglamay1
amaclayan, metot kapasitesinin  Ol¢iimiidiir. Dayamiklilik  parametresinin
degerlendirilmesinin birinci sonucu, analitik yontemin ne zaman kullanilirsa
kullanilsin  gegerliliginden emin olmak icin sistem uygunluk parametresinin
olusturulmasidir. Sonuclar baslangic degerleri (degisim Oncesi) ile karsilastirilir ve
sistem uygunluk parametreleri saglanmalidir. Saglamlik ¢alismasi i¢in asagidaki

parametrelerde degisim yapilabilir [64-69].

- Hareketli fazin pH’1ndaki degisimlerin etkisi (+ 0.2 pH)

- Hareketli faz tampon derisimindeki degisimin etkisi (+%10)
- Hareketli faz kompozisyonu (organik ¢oziicli yiizdesi)

- Farkli kolonlar (farkli lot ve/veya iiretici)

- Kolon sicakligi (+%10)

- Akis hiz1 (%50)
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4. MATERYAL ve YONTEM
4.1. Materyal

Bu tez calismasinda; tavuk ciftligi atik sularinda bulunan veteriner ilag atiklarinin
analizi i¢in uygun Ornek hazirlama basamaklarinin gelistirilmesi ve yiiksek basingl
stvi kromatografisi—diod array dedektér (HPLC-DAD) ile analizi amaglanmustir.
Materyal olarak Malatya ili ¢evresinde faaliyet gosteren tavuk ciftliklerinden alinan
atik sular kullanilmistir. Atik sularin alinacagi tavuk ¢iftligine karar vermek i¢in 6
farkll tesis gezilmistir. Yapilan ziyaretler esnasinda, tesise hizmet veren veteriner
hekimlerle ve calisanlarla goriigiilmiistiir. Bu tesislerde kullanilan ilaglar, tavuk
yetistirme periyodu, tesisin yikanmast ve yikama sularinin tesisten nasil
uzaklastirildigi, hakkinda bilgi edinilmistir. Edinilen bilgilere gore; her tavuk
yetistirme doneminin sonunda, tesis yikama islemini diizenli periyodlarla yapan,
yikama sularini tesisten kayip yasamadan toplama noktasina ulastirabilen fiziki alt
yapiya sahip tavuk yetistirme c¢ifttliginden numune alinmasina karar verilmistir.
Ayrica tesisin konumunun laboratuvara yakin olmasi, tesis ¢alisanlarinin her yikama
islemine baslamadan ©nce haber verecek olmalar1 ve tesis yikama islemini

gbzlemleme imkani, tesisin se¢ilmesinde 6nemli olmustur.

Numune alinan tesiste, ilaglar; tavuklarin hastalanmasi durumunda ve yetistirme
rutininde gerekli olduklart zaman kullanilmaktadir. Kullanilan ilaglar hayvanlara,
igme sularina ve yemlerine katilarak, uygulanmaktadir. Tesisin yikanma islemi,
hayvanlar kesime gonderildigi zaman, tavuklarin yemlik ve su igme bolmeleri dahil
biitiin alan1 kapsayacak sekilde yapilmaktadir. Yikama sulari {i¢ ayr1 ¢ikistan tesisi
terk ederek toplama alanina ulagmaktadir. Gozlemlenen yikama isleminin sonunda
toplama havuzundan, karistirilarak alinan atik suya kaba bir siizme islemi yapilarak
numuneler hizlica laboratuvara getirilmistir. Ard arda {i¢ tavuk yetistirme
periyodunun sonunda yapilan tesis yikama isleminde olusan atik sulardan numuneler
almmugtir. Her bir yikama sezonunda 5 paralel numune alinmistir. Alinan her
numune, alis tarihleri yazilarak etiketlenmistir. Numune alma tarihleri; 07 Agustos-
04 Ekim-10 Aralik 2017 dir. Atik sularda bulunmasi muhtemel veteriner ilaclari
olarak; Tiirkiye’de tavuk yetistiriciliginde siklikla kullanilan enrofloksasin, tilosin,
seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve amoksisilin
incelenmek tizere se¢ilmistir. Sahadan alinan atik su 6rnekleri boliim 4.2.3’de verilen

sekilde analize hazirlanmistir.
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4.1.1. Deneysel calismalarda kullanilan reaktifler

Cizelge 4.1. Kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Kimyasal Molekiil Formiilii Firma Adi CAS No
Metanol, >% 99.9 CH30H Sigma-Aldrich 67561
Asetonitril, >% 99.9 C2H3N Sigma-Aldrich 75058
Formik asit, % 99 CH:202 Carlo Erba 64186
Oksalik asit, >% 99.9 C2H204 Sigma-Aldrich 144627
Enrofloksasin Ci19H22FN303 Fluka 93106606
Tilosinm CasH77NO17 Sigma-Aldrich 4752152
Seftiofur Hidrokloriir Ci9H17Ns07S3.HCI ~ Fluka 103980445
Oksitetrasiklin Dihidrat C22H24N209.2H20 Sigma-Aldrich 6153646
Doksisiklin Monohidrat C22H24N208.2H20 Sigma-Aldrich 1786281
Trimetoprim Ci14H18N4O3 Sigma-Aldrich 738705
Stilfadimidin Ci2H14N4O28S Sigma-Aldrich 57681

Ci6H19N305S.3H.0
CioHio, CcHoNO

Amoksisilin trihidrat
Oasis HLB SPE kolon

Sigma-Aldrich 61336707

Waters 186000116

4.1.2. Deneysel ¢calismalarda kullanilan cihazlar

Calismalar sirasinda kullanilan cihazlarin markalar1 ve hangi amagla kullanildiklar

Cizelge 4.2’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihazin Ad Markasi Kullanim Amaci

Analitik Terazi Sartorius AX224 Kimyasallarin miktar olarak dl¢iilmesinde
7 7 kullanildi.

Magnetik Karigtirict  Torrey Pines Scient ~ Magnetik karistirma islemlerinde kullanildi.

Ultrasonik Banyo Kudos SK2210HP Hazirlanan ¢ozeltilerin homojenize

edilmesinde kullanild:.
Atik su numunelerinin, kati-s1vi ayriminin
yapilmasinda kullanildu.

Hettich zentrifugen

Santrifiij Cihaz1 universal 320R

pH Metre Ohaus Starter3100 pH olgtimiinde kullanildu.
HPLC-DAD Thermo Finnigan Kromatografik teknikle ilaglarin tayininde
_ kullanild.
. Atik sulardan ilaglarin ayrilmasi ve 6n
_ Manifold Macherey-Nagel deristirilmesinde kullanildi.
Rotary Evaporator IKA RV10 Basic Atik sudan ekstrakte edilen ilaglarin, sivi

kismini uzaklastirmada kullanildi.
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4.2. Yontem
4.2.1. Nag stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan biitiin ilag ¢ozeltileri, analitik safliktaki kimyasallardan
ultra saf su (18,3 MQ.cm™ elektrik direnci, 0,055 puS/cm 25°C igin iletkenlik degeri)
kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan stok ve standart c¢ozeltiler koyu renkli cam
siselerde veya koyu renkli polietilen saklama kaplar1 igerisinde buzdolabinda
muhafaza edildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan tiim cam malzemeler,
seyreltik HNO3 ¢ozeltisi ve ardindan 3-5 kez saf su ile calkalandiktan sonra

deneylerde kullanilmigtir.

Analizleri yapilan seftiofur, tilosin, trimetoprim, oksitetrasiklin, enrofloksasin,
stilfadimidin ve doksisiklin ilaglarinin ayr1 ayri 500 mg/L olacak sekilde stok
¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 4°C ve karanlikta 1 ay siireyle
kullanilmak iizere saklandi. Bu amagla her bir ilactan ayr1 ayr1 0.005 g tartilip, bir
behere alind1 ve 9 mL metanol eklendi. Coziilme tamamlanincaya kadar ultrasonik
banyoda yaklasik 5-10 dk siireyle bekletildikten sonra tiim ¢ozeltiler 10 mL’lik balon
jojelere alind1 ve toplam hacim yine metanolle 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu
stok c¢ozeltilerden, yine ayr1 ayri ara stok ¢ozeltileri 10 mg/L olacak sekilde giinliik
olarak hazirlandi. Bu amagla; tiim ilag stok ¢ozeltilerinden 200 pL alinip, ultra saf su
ile 10 ml’ye seyreltme yapildi ve 0,45 un membran filtreden siiziildii. Hazirlanan ara
stok c¢ozeltileri, HPLC metot gelistirme calismalarinda standart c¢ozeltilerinin

hazirlanmasinda ve ¢alisma derisiminin belirlenmesinde kullanildi.

4.2.2. Kalibrasyon grafigi icin standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

* 0,10 mg/L lik standart karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 2 pL alinip, balon jojeye

aktarildi ve hacim deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamland.

* 2,50 mg/L lik standart karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 50 puL aliip, balon jojeye

aktarildi ve hacim deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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* 5,00 mg/L lik standart karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 100 pL alinip, 10 mL’lik balon

jojeye aktarild1 ve hacim deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

* 10,00 mg/L lik standart karisim c¢o6zeltisinin hazirlanmasi:
Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok standart ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 200 pL alinip, balon

jojeye aktarild1 ve hacmi deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

* 15,0 mg/L lik standart karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok standart ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 300 pL alinip, balon

jojeye aktarildi ve hacmi deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

* 20,0 mg/L lik standart karisim ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin stok standart ¢ozeltilerinin (C=500 mg/L) her birinden 400 pL alinip, balon

jojeye aktarild1 ve hacmi deiyonize saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

4.2.3. Atik su orneklerinin analiz icin hazirlanmasi

Tavuk c¢iftliginden alinan atik sular, laboratuvara getirildikten sonra
bekletilmeden kaba bir slizme isleminden gegirilerek igerisindeki ¢amur, ince kum,
vb. bilesenlerden ayrildi. Analiz 6ncesinde atik sular santrifiijlendi ve daha sonra
asamali Sum-1,2pum-0,8um-0,45um naylon mikro membran filtreler kullanilarak
stizlildii Siiziilen 6rneklerin pH’s1 7 olarak 6l¢iildii. Sicaga ve 1s18a bagli olarak her
hangi bir degradasyondan kaginmak igin atik su érnekleri buzdolabinda -5°C” de ve
karanlikta, renkli reaktif siseler icerisinde bekletildi. Atik sularin pH’s1 2, 4 ve 7
olarak ayarlandi. Cizelge 4.17°de goriildiigii gibi en yiiksek geri kazanim pH 4’de
elde edildigi icin, her analiz 6ncesi buzdolabinda saklanan atik suyun pH’s1 4 olarak

ayarlanmustir.
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4.2.4. Kat1 faz ekstraksiyonu ile yapilan onderistirme islemleri

Kat1 faz ekstraksiyon iglemleri bir SPE manifoldu kullanilarak gerceklestirildi.
Bu amagla Waters Oasis HLB, 500 mg’lik mini kolonlarindan, sirasiyla 5 mL MeOH
ve HCI ile pH’st 4’¢ ayarlanmis 5 ml deiyonize saf su gecirildi. Bu sekilde
sartlandirilan mini kolonlardan 15 mL’lik atik su (pH=4) 6rnegi 1,25 ml/dk akis
hiziyla gecirildikten sonra, kolonlar pH’1 4 olan 5 mL deiyonize su ile yikanarak
istenmeyen bilesenler kolondan uzaklastirildi. Kolonda tutulan analitler ise, 25 mL
MeOH ile elue edilerek alindi ve orneklerden ¢oziiciiyli uzaklastirmak amacryla
evaporatorde kuruluga kadar buharlagtirma islemi yapildi. Kalinti, tekrar 2 mL
MeOH ve 1 mL su iceren karisim igerisine ¢oziilerek alindi ve 0,45 pL filtreden
gegirildikten sonra HPLC’ ye verildi. Uygulanan islem basamaklar1 kisaca Sekil 4.1°

de verilmistir.

ON-SARTLANDIRMA

5 mL MeOH - 5 mL 4 M HCI (pH=4)

\/
ORNEKLEME
15 mL atik su (pH=4)

\
YIKAMA (matriksin uzaklastirilmasi igin)

5 mL saf su (pH=4)

\/
ELUE ETME

25 mL MeOH

\
DERISTIRME
Evaporatorde ¢oziiciiyli uzaklastirma

\
KALINTIYI tekrar COZME

2 mL MeOH-1 mL saf su

Sekil 4.1. Uygulanan SPE yonteminin sematik gosterimi (HLB kolondan akis hizi
1,25 mL/dk)
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4.2.5. HPLC-DAD analiz kosullarimin belirlenmesi

Ornek analizlerine gegmeden 6nce, veteriner atik sularinda bulunmasi muhtemel
yedi veteriner ilacin1 iceren karisim halindeki standart ¢ozeltiler icin kromatografik
ayirma kosullar1 belirlenmeye c¢alisildi. Kromatografik calismalarda oncelikle
isokratik elusyon uygulanmig ancak analitlerin reziilisyonu iyi olamadigindan
gradient ayirma programi uygulanmistir. Bu amagla farkli gradient programlari
uygulanarak kromatografik analiz i¢in yontem olusturulmustur. Kromatografik
analizler i¢in uygulanan ayirma yontemleri numaralandirilarak asagida verilmistir.
Bu uygulamalardan sonra optimum kromatografik kosullar belirlenmis ve drneklere

uygulanmustir.

e HPLC-DAD Yontem 1

Mobil Faz A : 0,01M Oksalik Asit (pH=2,17)

Mobil Faz B : Asetonitril (%100)

Kolon : ACES5 CN 125 x 4,0 mm, 5 pum

Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :250C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.3. Yontem 1 i¢in uygulanan izokrotik eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B,% Akis Hiz1 mL/dk
0-25 70 30 1
300 300
200+ 200
2 2
£ 7] [ £
100 100
o—J j\)\ 0
0 ; - 1|o - 1|5 - 2|o

Minutes

Sekil 4.2. Yontem 1 ile elde edilen standart karisima ait HPLC-DAD kromatogrami
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e HPLC-DAD Yontem 2

Mobil Faz A
Mobil Faz B

Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor

Basing

Sicaklik
Standart karisim

: 0,01M Oksalik Asit (pH=2,17)
: Asetonitril (%100)
: ACE5 CN 125 x 4,0 mm, 5 pm

120 ul

: 280 nm
: 145 Bar
:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,
trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.4. Yontem 2 i¢in uygulanan izokrotik eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0-25 90 10 1
200 200
2 2
£ 100+ F100  ©
O‘MLML -0
0,0 B ‘2’.5‘ - ‘5,Io‘ - ‘7,I5‘ N ‘1c;,o‘ B ‘12|,5‘ - ‘15|,o‘ - ‘17|,5

Minutes

Sekil 4.3. Yontem 2 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD kromatogrami

Yontem 1° de uygulanan isokratik eliisyon sisteminin mobil faz oranlar

degistirilerek, polarite farkinin, kromatografik ayirmaya etkisi kontrol edildi. Sonug

olarak Yontem 2’ de uygulanan metotta daha iyi ayrim elde edilmistir.

Yapilan ilk iki deneme sonucunda elde edilen bilgilerle, eliisyon sisteminde

kademeli ve anlik degisiklikler yapabilme imkani sunan gradient eliisyon sistemi ile,

daha iyi ayrim yapilacag belirlendi.
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e HPLC-DAD Yontem 3

Mobil Faz A : 0,01M Oksalik Asit (pH =2,17)

Mobil Faz B : Asetonitril (%100)

Kolon :ACE 5 CN 125 x 4,0 mm, 5 pm

Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :25°0C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.5. Yontem 3 icin uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0-10 95 5 1
10 95 5 1
25 50 50 1
30 100 0 1
35 100 0 1
0l £ %«% _ 50

2]
It
%]
X
2
=
o
2
c
w

-50 r-50

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Minutes

Sekil 4.4. Yontem 3 ile elde edilen standart karisima ait HPLC-DAD kromatogrami
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e HPLC-DAD Yontem 4

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karisim

Cizelge 4.6. Yontem 4 icin uygulanan gradient eliisyon programi

: 0,01M Oksalik Asit (pH =2,17)
: Asetonitril (%100)

: ACE5 CN 125 x 4,0 mm, 5 pm
120 ul

: 280 nm
: 145 Bar
:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi mL/dk
0-8 100 0 1
25 30 70 1
30 100 0 1
35 100 0 1

Minutes

Sekil 4.5. Yontem 4 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD kromatogrami

e HPLC-DAD Yontem 5

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karisim

: 0,01M Oksalik Asit (pH =2,17)
: Asetonitril (% 100)

: ACE5 CN 125 x 4,0 mm, 5 pm
120 pl

: 280 nm
: 145 Bar
:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)
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Cizelge 4.7. Yontem 5 icin uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0-8 100 0 0,7
25 50 50 1
30 100 0 1
35 100 0 1

754 r7s

50

501

251 r2s

Sulfadimidin

Seftiofur

Oksitetrasiklin

mAU
> Trimetoprim

Doksisiklin

Tilosin

-25 F-25

-50 r-50

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Mnutes

Sekil 4.6. Yontem 5 ile elde edilen standart karisima ait HPLC-DAD kromatogrami

7 Enrofloksasin

Yontem 3’de uygulanan gradient eliisyon sistemi ile polaritesi daha diisiik olan,
enrofloksasin, doksisiklin,  seftiofur ve tilosin standartlarinin kromatografik
ayrimlar1 yapilmistir. Ancak daha polar olan ve polariteleri birbirine yakin olan

trimethoprim ve oksitetrasiklin standarlarinin ayrimi saglanamamustir.

Yontem 4’de uygulanan gradient eliisyon sisteminde ise, enrofloksasin,
doksisiklin, seftiofur ve tilosin standartlarinin kromatografik ayrimlar1 yapilmstir,

ayrica bu standartlarin pik simetrisi Yontem 3’e gore daha iyidir.

Yontem 5’°de uygulanan gradient eliisyon sisteminde ise, Yontem 3 ve Yontem
4’ e gore, trimethoprim ve oksitetrasiklin standarlarinin ayrimi saglanmistir. Ancak
uygulanan yontemlerin tamaminda, gradient program basladigi andan itibaren olusan

zemin (baseline) kaymasindan dolayi, sabit faz olan kolon degistirilmistir.
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e HPLC-DAD Yontem 6

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karisim

: Tampon (pH= 3, Na2HPO4)

: Metanol (% 100)

: ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um

:20 uL

: 280 nm

: 145 Bar

:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,
trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C:10 mg/L)

Cizelge 4.8. Yontem 6 icin uygulanan izokratik eliisyon programi

Zaman, dk

Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk

0-30

60 40 1

754
507
25

0-

r75

r50

r25

0

T
0 5

T T T T
10 15 20 25
Minutes

30

Sekil 4.7. Yontem 6 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD kromatogrami

e HPLC Yontem 7
Mobil Faz A

Mobil Faz B

Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor

Basing

Sicaklik

Standart karisim

Cizelge 4.9. Yontem

: Tampon (pH = 3, Na2HPO4)

: Asetonitril (%100)

: ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um

120 pl

: 280 nm

: 145 Bar

:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,
trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C:10 mg/L)

7 i¢in uygulanan izokratik eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0 80 20 1
40 80 20 1
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1004 100

mAU
mAU

504 50

A

0 0

T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes

Sekil 4.8. Yontem 7 ile elde edilen standart karigima ait HPLC kromatogrami

Yontem 6 ve Yontem 7 de Tampon-Metanol ve Tampon-Asetonitril mobil faz
ciftleri denemeleri yapilmistir. Tampon ve organik ¢ozeltiden olusan sistemlerde
kolonu ilk terk eden trimethoprim ve oksitetrasiklin standartlarinin birbirinden

ayrilamadig1 gézlemlenmistir.

Ayrica bu sistemlerle doksisiklin ve tilosin standartlarinin pik simetri ve asimetri

faktorlerinin uygun olmadigt ve seftiofur standartinin ise pik vermedigi
belirlenmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda formik asit ¢ozeltisi ile denemelere

devam edilmistir.

e HPLC-DAD Yontem 8

Mobil Faz A : % 0,1 Formik Asit (pH= 2,71)

Mobil Faz B : Asetonitril (%100)

Kolon : ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :250C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C:10 mg/L)

Cizelge 4.10. Yontem 8 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0-5 95 5 1
20 50 50 1
20-26 95 5 1
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100 100

mAU

504 r50

T T T T T
0 5 10 15 20 25
Minutes

Sekil 4.9. Yontem 8 ile elde edilen standart karisima ait HPLC-DAD kromatogrami

e HPLC-DAD Yontem 9

Mobil Faz A : % 0,1 Formik Asit (pH =2,71)

Mobil Faz B : Asetonitril (%100)

Kolon : ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :25°0C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.11. Yontem 9 icin uygulanan gradient eliisyon programi

mAU

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk

0-2 96 4 1
2,5 80 20 1

8 70 30 1

14 55 45 1

16 30 70 1

19 96 4 1

29 96 4 1
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1007

mAU

507

r100

mAU

50

0

T T T
5 10 15
Minutes

T
20

T
25

Sekil 4.10. Yontem 9 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD kromatogrami

e HPLC yontem 10

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karisim

: % 0,1 Formik Asit (pH =2,71)

: Asetonitril (%100)

: ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um

120 ulL
: 280 nm
: 145 Bar
:25°0C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,
trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C:10 mg/L)

Cizelge 4.12. Yontem 10 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi mL/dk
0-15 90 10 1
25 70 30 1
33 70 30 1
34 90 10 1
40 90 10 1
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Sekil 4.11. Yontem 10 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD
kromatogrami

Yontem 8§ ile yapilan metot gelistirme ¢aligmalarinda, ayrimi yapilmak istenen
yedi ila¢ etken maddelerinin pikleri, 14 - 21 dakika araliginda elde edilmistir (Sekil
4.9). Bu metotta kolonu ilk terk eden trimethoprim, oksitetrasiklin standartlar1 ve
kolonu en son terkeden doksisiklin, seftiofur ve tilosin standartlarinin ayrimi
yapilmistir. Ancak enrofloksasin ve siilfadimidin standartlarinin ayrimi ¢ok 1iyi

yapilamamustir.

Bu yiizden Yontem 9 ile yapilan ¢alismada, mobil faz A oraninda kademeli
degisiklik yapilarak piklerin topluca 8 - 15 dakika aralifina getirilmesi saglanmistir
(Sekil 4.10). Bu metot ile elde edilen sonuglarda kolonu ilk terk eden, lic madde
birbirinden ayrilamamistir. Yapilan bu iki yontemde ¢alisilan maddeler 8-21 dakika

araliginda gozlemlendi.

Yontem 10 ile yapilan denemelerde, calisilan maddelerin 21. dakikadan sonraki
durumunu goézlemlemek i¢in gardient sistemin apolarligi arttirildi. Elde edilen
sonuglardan, piklerin ayrildig1 ancak alikonma zamanlarinin uzun olmasindan dolay1

pik simetrilerinin uygun olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.11).

Yapilan 6n denemeler sonucunda eliisyon sisteminde mobil faz A oranin1 yiiksek
tutarak metotu baglatip, sonraki 20 dakikada bu orani1 kademeli olarak azaltacak

denemeler yapilmasina karar verilmistir. Bu amagla yontem 11 gelistirilmistir.
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e HPLC-DAD Yontem 11

Mobil Faz A : % 0,1 Formik Asit (pH =2,71)

Mobil Faz B : Asetonitril (% 100)

Kolon : ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :25°C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.13. Yontem 11 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0-10 98 2 1
10-16 25 75 1
16 25 75 1
17-27 98 2 1
3001 300
200+ 200
100+ r 100
0 0
0 5I lIO ll5 2I0 2IS

Minutes

Sekil 4.12. Yontem 11 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD
kromatogrami

Yontem 11°de uygulanan gradient eliisyon sistemi ile elde edilen sonuglara gore, ilag

etken maddelerinin tamamu 3 dakika i¢inde kolunu terk ettikleri i¢in, piklerde ayrim

gerceklesmemistir.

57



e HPLC-DAD Yontem 12

Mobil Faz A : % 0,1 Formik Asit (pH =2,71)

Mobil Faz B : Asetonitril (% 100)

Kolon : ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
Ornek Hacmi :20 uL

Dedektor : 280 nm

Basing : 145 Bar

Sicaklik :25°C

Standart karisim : Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.14. Yontem 12 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi, mL/dk
0 95 5 1
10 70 30 1
15 5 95 1
20 5 95 1
21 95 5 1
25 95 5 1
150 150
100 —100
50 50
0 5I lIO 1I5 2IO 25

Minutes

Sekil 4.13. Yontem 12 ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD
kromatogrami

Yontem 11°de tiim piklerin 3 dakika iginde gelmis olmasindan kaynakli
problemi gidermek i¢in, Yontem 12°de, analizin ilk 15 dakikasinda mobil faz
oranlar1 degistirilerek 1iki farkli polaritede ¢ozgen karisimi olusturulmasi
Ongoriilmiistiir. Bu amacla 0-10 dakika araliginda mobil faz A orani %95’den %70’¢e
yavas bir sekilde azaltilmis, 10-15 dakika araliginda ise mobil faz A oranin1 %70’den

%5’e hizli bir sekilde azaltilmasiyla, piklerin ayrimi yontem 11°e gore daha iyi
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saglanmistir. Ancak enrofloksasin ve siilfadimidin standartlarinin kromatografik

ayrimi iyi saglanamamistir.

e HPLC-DAD Yoéntem 13

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karigim

: % 0,1 Formik Asit (pH =2,71)
: Asetonitril (% 100)

: ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
:20 uL

: 280 nm
: 145 Bar
:25°C

: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, stilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Cizelge 4.15. Yontem 13 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % Akis Hizi mL/dk
0-10 100 0 1
10-15 75 25 1
15-21 5 95 1
21-25 100 0 1

150

100

mAU

50

150

100

mAU

50

Sekil 4.14. Yontem 13

kromatogrami

10

Minutes

20 25

ile elde edilen standart karigima ait HPLC-DAD

Yontem 13’de hedeflenen, enrofloksasin ve siilfadimidin standart piklerinin

ayrimi saglanmistir. Gelistirilen metot ile calisilan yedi ilag etken maddelerinin

ayrimi yapilmistir. Metotta kiiclik degisiklikler yapilarak pik sekillerin diizeltilmesi

amaglanmustir.
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e HPLC-DAD Yontem 14

: % 0,1 Formik Asit (pH=2,71)
: Asetonitril (%100)
: ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um
:20 uL

: 280 nm
: 145 Bar
:25°C
: Enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin,

trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin (C: 10 mg/L)

Mobil Faz A
Mobil Faz B
Kolon

Ornek Hacmi
Dedektor
Basing

Sicaklik
Standart karisim

Cizelge 4.16. Yontem 14 i¢in uygulanan gradient eliisyon programi

0

Zaman, dk Mobil Faz A, % Mobil Faz B, % | Akis Hizi, mL/dk
0-10 90 10 1
10-15 65 35 1
15-21 5 95 1
21-25 90 10 1
100 - g % (/5) < 100
50 4 g g k50
)

T T
0 2

T
4

T
6

Sekil 4.15. Yontem 14

kromatogrami

Gelistirilen Yontem 14 ile hedeflenen analitlerin reziiliisyonu saglanmistir.
HPLC-DAD ile kromatografik ayirimina iligkin optimum kosullar, Yontem 14 ile

belirlenmis ve Orneklere uygulanmistir. Bu nedenle Orneklerin analizine ait
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ile elde ediizn standart karistma ait HPLC-DAD

bulgularda, Yontem 14 “gecerli yontem” olarak adlandirilmistir.
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4.2.6. Tavuk ciftliginden alinan 6rneklerin analizleri

Tavuk ciftliklerinden alman atik su ornekleri, laboratuvara getirildikten sonra
Bolim 4.2.3’de verildigi gibi analiz i¢in hazirlandi. Atik sularda bulunmasi
muhtemel yedi veteriner ila¢ etken maddesinin HPLC-DAD ile kromatografik
ayirimina iligkin optimum kosullar “Yontem 14 ile saglandi. Bu Ornekler, 6n
deristirme islemi uygulanmadan dogrudan gecerli yontemde verilen optimize edilmis
kromatografik kosullarda analizlendiginde Sekil 4.15°de verilen HPLC-DAD

kromatogram ele edildi.

10+ r10
2 2
£ 5- -5 £
o4 %‘\_A—/\*/\WJL\/_O
T T T T
0 5 10 15 20 25

Minutes

Sekil 4.16. Onderistirme yapilmamis atik su Ornegine (pH=4) ait HPLC-DAD
kromatogramu.

Atik su Ornekleri, Bolim 4.2.4’de verilen kat1 faz ekstraksiyonu iglemlerinden
gecirildikten sonra yani Onderistirme islemlerinden sonra yine gegerli yontemle

analizlendiklerinde Sekil 4.16°da verilen kromatogram elde edilmistir.
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Sekil 4.17. SPE ile 6nderistirme islemi uygulanmis 6rnege (pH=4) ait HPLC-DAD
kromatogrami (A genis, B dar skalada kromatogram)

Sekil 4.15°de goriildigi gibi Onderistirme islemi uygulanmadan dogrudan
orneklerin analizinde ila¢ etken maddeleri belirlenemezken; 6n deristirme islemi
uygulandiktan sonra etken maddeler tayin edilebilir hale gelmistir. Yedi ilag etken
maddesini iceren standart karisim ¢ozeltisi ve onderistirme sonrast 6rnek suyuna ait

kromatogramlarin ¢akistirilmis sekilleri Sekil 4.17°de goriilmektedir.
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Sekil 4.18. ila¢ etken maddesini iceren standart (pembe) ve SPE ile dnderistirme
uygulanmis 6rnek suyuna (pH=4) ait (mavi) cakistirilmis kromatogram.

4.2.7. Kat1 faz ekstraksiyonu icin kosullarin optimizasyonu
PH’n etkisi

Tez ¢aligsmasinda analizi yapilan ilaglarin ¢ogu amfoterik 6zellik gosterdiginden,
analitleri ayirmak i¢in hidrofobik ve polar 6zellige sahip; hidrofilik-lipofilik balans
(HLB) SPE kolonlarin kullanilmasia karar verilmistir. Bu amacla, ticari olarak
satitlan Oasis HLB 500 mg SPE kolonlar1 kullanilmistir. Gerek ilag etken
maddelerinin pH’a bagh ¢oziinme dengelerini ve gerekse SPE ¢alismalarinda ayirma
ve Onderistirmeyi etkiledigi i¢in Oncelikle uygun pH belirlenmistir. Uygun pH’1
belirlemek amaciyla, bolim 4.2.3’de verilen 6n islemler yapildiktan sonra, 6rnek
¢ozeltilerinin pH’ s1 2, 4 ve 7 olarak ayarlandi. Her bir pH daki atik su 6rneklerine
ayr1 ayrl, ilag etken maddelerinin standart ¢ozeltilerinden belirli derisimlerde eklendi.
Gergek atik su ornekleri, Bolim 4.2.4°de verilen SPE islemlerinden gegirildikten
sonra HPLC-DAD ile gegerli yonteme gore (Yontem 14) analizlenmislerdir. Farkl
pH’ larda ele gecen sonuclar Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17°den goriildigi gibi farkli pH’ lara ayarlanmis atik su Orneklerine
eklenen iki farkli derisimlerdeki ilag etken maddelerinin en iyi geri kazanim oran1 pH

4 ile saglanmustir.
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Cizelge 4.17. pH’1 farkl atik su 6rneklerine eklenen ilag etken maddelerinin SPE ile
geri kazanim oranlar1

% Geri kazanim

Etken madde Eklenen, mg/LL  pH=2 pH=4 pH=7

Enrofloksasin 10,00 71,12+1,21 88,92+0,67 75,40+1,09
Seftiofur 10,00 87,63+0,89 95,92+0,74 78,12+0,88
Oksitetrasiklin 10,00 68,05+0,57 91,98+0,14 89,74+0,72
Doksisiklin 10,00 71,43+0,97 84,53+0,77 68,37+1,12
Trimethoprim 10,00 59,74+0,71 81,22+0,28 78,82+0,87

n=3, (Xorttsd)

% Geri kazanim

Etken madde Eklenen, mg/L pH=2 pH=4 pH=7
Enrofloksasin 0,25 70.45+0.98 93.78+0.61 75.40+1.09
Seftiofur 0,25 80.23+0.92 94.32+0.80 76.10+£0.78
Oksitetrasiklin 0,25 63.08+0.60 92.08+0.22 87.64+0.76
Doksisiklin 0,25 68.51+0.98 88.70+0.67 61.37+1.09
Trimethoprim 0,25 52.01+0.23 84.85+0.32 60.09+1.05
Sulfadimidine 0,25 81.24+0.90 92.07+0.89 70.08+0.98

Tylosin 0,25 68.04+0.71 86.42+0.71 69.94+0.87

=3, (Xoretsd)

Ekstraksiyon metodunun yikama adiminda, kolonda tutulan ilag etken
maddelerinin yikama suyuna gecip ge¢medigi (pH’1 4 olan saf su) kontrol edilmistir.
Bu amacla Boliim 4.2.4°de uygulanan islemlerde, yikama adimindan ele gegen
cozelti, gecerli yontemle HPLC-DAD ile analizlenmis ancak kolon yikama suyunda
calisilan etken maddeler tespit edilmemistir. Bu sonu¢ yikama ile kayiplarin

olmadigini géstermektedir.

%GK
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Sekil 4.19. Kati1 faz ekstraksiyonunun eliisyon asamasinda kullanilan solvent

miktarina kars1 geri kazanim grafigi
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Ornek gecirildikten sonra, kolonda tutulan ilag¢ etken maddelerinin metanol ile
eliisyonunda, kademeli olarak eliisyon hacmi artirilmis ve en yiiksek geri kazanim

orani 25 mL metanol hacmi ile saglanmistir (Sekil 4.19).

4.2.8. Atik su numunelerinde tespit edilen ila¢ derisimleri

Tavuk yetistirme ¢iftliginden, agustos, ekim ve aralik aylar1 olmak iizere, li¢
tavuk yetistirme periyotu sonrasi, tesis yikama suyundan numuneler alinmustir.
Alinan numuneler laboratuvara getirildikten sonra, Boliim 4.2.3°de anlatildig1 gibi
analize hazirlanip, Bolim 4.2.4’de verilen SPE islemlerinden gegcirildikten sonra
HPLC-DAD ile gegerli yonteme gore analizlenmislerdir. Farkli donemlerde alinan

atik sulardaki ila¢ kalintilarinin miktarlar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Atik sulardaki ilag kalint1 derisimleri

Atik suda bulunana ilag derigsimleri, mg/L

Etken madde Agustos-2017 Ekim-2017 Aralik-2017

Enrofloksasin 0,13274+0,00178  0,14223 +0,00208 0,14150 + 0,00199
Seftiofur 0,02264 +0,00192  0,03456 + 0,00181  0,04605 + 0,00171
Oksitetrasiklin 0,05562 +0,00268 0,08167 +0,00187  0,08030 =+ 0,00252
Doksisiklin 0,14457 +0,00074  0,14314 +0,00092  0,17199 + 0,00089
Trimethoprim 0,17567 +0,00398 0,17981 +0,00457  0,20482 + 0,00438

n=5, (Xortsd)

4.3. Kromatografik Analizlerin Validasyonu

Boliim 4.2.1’de hazirlanis1 anlatilan, ara stok c¢dzeltilerinden elde edilen (10

mg/L) seftiofur, tilosin, trimetoprim, oksitetrasiklin, enrofloksasin, siilfadimidin ve

doksisiklin maddelerini igeren standart ¢ozelti karisimina, gegerli yOntemin

uygulanmasi ile elde edilen validasyon sonuglari asagida verilmistir.

Kapasite Faktorii (k’)

Standartlarin ~ kapasite

faktorlerini

belirlemek

icin kullanilan to

degeri

2,1056+0,0198 olarak belirlenmistir. Iyi bir kromatografi metodunda, herbir

standartin kapasite faktor degerinin, 2<k’<10 araliginda olmas1 gerekmektedir [USP

monograf].

Buna gore, her bir standart icin manuel hesaplanan ve cihaza

hesaplattirilarak belirlenen, kapasite faktorleri Cizelge 4.19° de verilmistir.
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Teorik Plaka Say:st (N)

Iyi bir kromatografik sistem igin, kolon performansimni ve etkinligi belirleyen
teorik plaka sayis1 2000’den biiylik olmalidir. Buna gore, herbir standart i¢in manuel
hesaplanan ve cihaza hesaplattirilarak belirlenen, teorik plaka sayilar1 Cizelge 4.19°

de verilmistir.

Kuyruklanma ve Pik Simetri Faktorleri

Pik kuyruklanma faktoriiniin 1 olmast pikin simetrik oldugunu gosterir.
Kuyruklanma faktorii 0,5< T <2 araliginda ve pik simetri faktorii ise 0,5< T <1,5
araliginda olmalidir. Herbir standart i¢in cihaza hesaplattirilarak belirlenen,

kuyruklanma ve pik simetri faktorleri Cizelge 4.19° de verilmistir.

Cizelge 4.19. Optimize edilen HPLC-DAD analiz yontemi icin validasyon
parametreleri

Standartlar Kuyruklanma Pik Simetri Teorik Plaka Kapasite
Faktorii Faktorii Sayist (N) Faktorii (k)
Enrofloksasin 1,299 1,344 74512 3,414
Seftiofur 1,188 1,218 118056 5,720
Oksitetrasiklin 1,140 1,132 51622 2,964
Doksisiklin 0,887 0,831 103912 4,821
Trimethoprim 1,287 1,355 41716 2,649
Siilfadimidin 1,194 1,227 51205 3,824
Tilosin 0,863 0,836 87534 5,973

Secicilik (a) ve Ayirma Faktorii(R)
Her bir standart i¢in manuel hesaplanan ve cihaza hesaplattirilarak belirlenen,

secicilik ve ayirma faktorleri Cizelge 4.20° da verilmistir.

Cizelge 4.20. Optimize edilen HPLC-DAD analiz yontemi i¢in segicilik ve ayirma
faktorleri

Standartlar Secicilik (o) Ayirma Faktorii(R)
Trimethoprim- Oksitetrasiklin 1,121 4,584
Oksitetrasiklin- Enrofloksasin 1,152 6,964
Enrofloksasin- Stilfadimidin 1,120 4,805
Siilfadimidin- Doksisiklin 1,262 13,856
Doksisiklin- Seftiofur 1,186 11,476
Seftiofur- Tilosin 1,044 2,670
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Ayirma faktoriintin 1,5 olmasi iki bilesigin tamamen ayrildigi anlamina
gelmektedir. Iyi bir kromatografi metodunda secicilik faktorii o>1 olmalidir, ki

uygulanan gradient program ile Tablo 4.20°den de goriildiigli gibi bu saglanmustir.

4.4. Uygulanan Analiz Yontemine Ait Parametreler
Matriks etkisi

Igerisinde ilac¢ analizi yapilacak olan atik su, basta inorganik ¢dziinmiis iyonlar
olmak {izere farkli organik bilesenler de igerebilir. Bu bilesenler gerek SPE
analizinde geri kazanma verimini ve gerekse HPLC-DAD analizlerinde
kromatografik ayirmalar1 etkileyebilirler. Bu nedenle analizlerde matriks etkisine
mutlaka bakilmalidir. Bu calismada; atik su orneklerinin alindig1 tavuk ciftliginde
bulunan kuyu suyu (veteriner ilaglar1 icermeyen), matriks etkisini gdzlemlemek i¢in
kullanilmigtir. Matriks etkisini gézlemlemek icin, analit igermeyen kuyu suyu ve
belli derisimlerde ila¢c etken maddelerinin eklendigi kuyu suyu, ayr1 ayri SPE

isleminden gecirilmis ve ardindan kromatografik analizleri yapilmistir.
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Sekil 4.20. Dogrudan kuyu suyunun (pH=4) ve 10 mg/L derisimlerinde standart
eklenmis kuyu suyunun SPE igsleminden sonra HPLC-DAD kromatogramlari

Sekil 4.19°de goriildiigl gibi, gerek etken maddelerin SPE’den elde edilen geri
kazanim verimlerinde ve gerekse standart maddelerin kromatografik analizlerinde
alikonma zamaninda veya bagil alikonma zamanlarinda, kuyu suyu igerisinde

bulunan matriks bilesenlerinin etkisi gozlenmemistir.
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Olciim alt limiti (LOD)

Bir analitik yontemin alt tayin limiti, analizi yapilan maddenin dedekte
edilebildigi ve kantitatif olarak tayinin zorlastifi en diisiik derisimdir. Etken
maddelerin analizi i¢in gelistirilen, HPLC-DAD analiz yonteminin LOD degerini
belirlemek i¢in sinyal/giliriiltii (S/N) oranmin 3 olmas1 gerektigi yaklasimi
kullanilmigtir. Her bir etken maddenin, 10 mg/L’ lik ¢alisma standartlarindan ayri
ayrt seyreltmeler yapilarak, gecerli yontemle HPLC-DAD analizleri yapilmis ve
sinyan/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisimler belirlenmistir. Belirlenen LOD degerleri

Cizelge 4.21°de goriilmektedir.

Tayin alt derisimi (LOQ)

Bir analitik metodun, alt derisim limiti (LOQ) test edilen maddelerin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinlik ile sayisal olarak Ol¢iim yapilabilen en diisiik
derisimidir. Etken maddelerin analizi i¢in gelistirilen, HPLC miktar tayini
metodunun, LOQ degerini belirlemek i¢in sinyal/giirtiltii (S/N) oranin 10 olmasi
gerektigi yaklagimi kullanilmistir. Herbir etken maddenin, 10 mg/L’ lik calisma
standartlarindan ayr1 ayr1 seyreltmeler yapilarak, gecerli yontemle HPLC-DAD
analizleri yapilmis ve sinyan/gliriiltii oraniin 10 oldugu derisimler belirlenmis ve

Cizelge 4.21°de verilmistir.

Gegerli yontemle calisma araliginin belirlenmesi

Caligilan ilag etken maddelerinin belirli derisimlerde standart ¢ozeltilerinden
olusan standart karigim ¢ozeltilerinin, gegerli yontemle HPLC-DAD analizi igin
lineer ¢alisma aralig1 Cizelge 4.21°de verilmistir. Ayrica HPLC-DAD analizleri igin
optimize edilen ayirma kosullarina gore, calisilan veteriner ilaclarinin 0,10, 2,50, 5,0
10,0 15,0 20,0 mg/L derisim araliginda standart ¢dzeltileri her bir ilag i¢in ayri ayri
hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri her derisimin verdigi pik alanlar dikkate alinarak
olusturulmustur. Standart ¢ozeltiler HPLC-DAD sistemine 3 kez enjekte edilmis ve
dogrusallik caligmasi 3 giin siireyle tekrar edilmistir. Standartlarin kalibrasyon

egrileri ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.22 ve Sekil 4.23” de verilmistir.
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Cizelge 4.21. Ilac etken maddelerinin HPLC-DAD analizi igin dogrusal kalibrasyon
araligi, LOD ve LOQ degerleri
Ilag etken maddesi Derigim, mg/L Xort LOD, mg/L Xort LOQ, mg/L

Enrofloksasin 0,04-20 0,017 0,046
Seftiofur 0,01-20 0,005 0,017
Oksitetrasiklin 0,09-20 0,032 0,093
Doksisiklin 0,07-20 0,025 0,072
Trimethoprim 0,08-20 0,027 0,089
Stilfadimidin 0,05-20 0,012 0,056
Tilosin 0,09-20 0,048 0,098
n=6

Cizelge 4.22. Ila¢ etken maddelerinin kalibrasyon grafiklerine ait veriler

Ilag Kalibrasyon Denklemi R’ % CV

(y=mx+n) (Egim)
Enrofloksasin 120787x-86408 0,9971 1,79
Seftiofur 58982x-2235 0,9999 0,45
Oksitetrasiklin 31966x-2033,1 0,9999 1,27
Doksisiklin 23747x-7307,8 0,9993 2,55
Trimethoprim 18565x-8395,3 0,9985 0,42
Siilfadimidin 54454x-10190 0,9986 0,56
Tilosin 19005x-23395 0,9919 0,60
n=9
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Cizelge 4.23. Standart karisim ¢ozeltisindeki her bir bilesene ait kalibrasyon
grafikleri
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y = 18568x - 8395,3 / y = 31966x - 2033,1
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4.5. Uygulanan Analiz Yonteminin Dogrulugunun Belirlenmesi

Uygulanan SPE yonteminin dogrulugu, atik su Orneklerine belirli derisimlerde
standartlarin eklenmesi ve geri kazanim (recovery) ¢alismalart ile belirlenmistir. Geri
kazanim c¢alismasi i¢in Oncelikle atik su numunesine, kati faz ekstraksiyonu
uygulanmistir. Daha sonra 500 mg/L’lik standart stok ¢dzeltilerin her birinden 60 pL
almarak 15 ml’lik attk suyun igerisine 2 mg/L derisimi olacak sekilde ilave
edilmistir. Standartlarin eklendigi atik su numunesi SPE kolonlarindan Bolim
4.2.4°de verilen iglemlerden gecirildikten sonra HPLC-DAD ile ilaglarin analizleri

yapilmistir. Bu sekilde ele gegen geri kazanim verimleri Cizelge 4.24’de verilmistir.
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Cizelge 4.24. Ilac eklenmis atik su 6rneklerinden SPE sonrasi ilaglarin geri kazanimi

Eklenen ilag Geri Kazanim, % RSD, % Giiven Araligi, 95%
n=3, (Xortﬂ:Sd) (Sd/Xort* 100) (Xort ttn1xs/ \/n)

Enrofloksasin 95,06 + 0,59 0,67 93,58 - 96,54
Seftiofur 96,37 £ 0,71 0,74 94,60 - 98,14
Oksitetrasiklin 92,35+0,13 0,14 92,03 - 92,67
Doksisiklin 88,70 + 0,65 0,77 87,08 - 90,32
Trimethoprim 84,93 + 0,23 0,28 84,36 - 85,50

5. SONUC

5.1. HPLC-DAD Kromatografik Metot Gelistirme Calismalar: Sonuclari
Yaptigimiz bu ¢alismada, Tiirkiye’de tavuk yetistiriciliginde siklikla kullanilan;
enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin ilaglarinin, es zamanli analizini hassas bir sekilde saglayan, diisiik dedekte
edilebilme simirlarina sahip, analiz siiresi kisa ve yiiksek pik se¢iciligi sunan “’Ters

Faz-HPLC-DAD Miktar Tayini Metodu’’ gelistirilmesine odaklanilmistir.

Bu amagla, kromatografik ayirmalar i¢in birbirinden farkl iki sabit faz (HPLC
Kolonu, ile ¢alisilmistir. Kullanilan sabit fazlar, ACES CN 125 x 4,0 mm, 5 um ve
ZORBAX Eclipse XDB-Cis 250 x 4,6 mm, 5 um dir. Yontem gelistirmek amaciyla
oncelikle ’ACE CN”’ kolonda, 0,01 M Oksalik Asit (pH=2,17) - Asetonitril mobil
faz c¢ifti ile izokrotik ve gradient eliisyon sistemleri denenmistir. Bu denemeler
kapsaminda HPLC yo6ntem 1, yontem 2, yontem 3, yontem 4 ve yontem 5 sistemleri
gelistirilip, degerlendirilmistir. Yontem 5’de, calisilan analitlerin reziiliisyonu
saglanmistir, ayrica sistemin dogru oldugunu gosteren sistem uygunluk
parametrelerinin sonuglart da uygundur. Ancak ’ACE CN’’ kolon ile denenen 5
HPLC metodun tamaminda, gradientin sistemindeki degisimin baslangi¢ anindan
itibaren baseline kaymasi1 yasanmistir. Calisilan analitlerin tamamini daha diizlemsel
bir baseline da elde etmek amaci ile “ZORBAX Eclipse XDB’’ kolunu ile

denemelere devam edilmistir.
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Calismalarin devaminda kullanilan °ZORBAX Eclipse XDB’’ kolunda, mobil
faz sistemi olarak 0,02 M NaxHPO4 (pH=3) — metanol ve 0,02 M Na:HPO4 (pH=3) —
asetonitril, mobil faz sistemleri denenmistir. Kullanilan bu tampon sistemleri hassas
ve anlik polarite farki yaratmaya izin vermedigi icin, hedeflenen yedi analiti,
istenilen alikonma zamaninda goriinmesine olanak sunmamistir. Daha sonra ayni

kolanla okzalik asit — asetonitril mobil faz sisteminin kullanilmasina karar verildi.

©ZORBAX Eclipse XDB’’ kolunda, Okzalik asit — Asetonitril mobil faz sistemi
Yontem 8’ den itibaren kullanilmistir. Yontem 8 ile yapilan metot gelistirme
calismalarinda, ayrimi yapilmak istenen, yedi ilag etken maddelerinin pikleri, 14 -
21 dakika araliginda elde edilmistir. Bu metotta kolonu ilk terk eden trimethoprim,
oksitetrasiklin standartlar1 ve kolonu en son terkeden doksisiklin, seftiofur ve tilosin
standartlarinin = ayrimi yapilmustir.  Ancak enrofloksasin  ve siilfadimidin
standartlarinin ayrimi yapilamamistir. Yontem 8’de elde edinilen mobil faz sistemi
tizerinden degisikler yapilarak metodun gelistirilmesine devam edildi. Enrofloksasin
ve siilfadimidin standartlarinin reziiliisyonunu saglamak i¢in yontem 8’ de kullanilan
mobil faz ¢iftinin oranlari ile oynanarak ani polarite farki olusturulup, yedi ilag¢ etken
madde piklerinin 8 - 15 dakika araligina getirilmesi saglandi (Yontem 9). Daha sonra
gardient sistemin apolorligi arttirilarak piklerin 21. dakikadan sonraki durumlari

gbzlemlendi (Yontem 10).

Yapilan 6n denemeler sonucunda eliisyon sisteminde mobil faz A oranin1 yiiksek
tutarak metotu baglatip, sonraki 20 dakikada bu orani1 kademeli olarak azaltacak

denemeler yapilmasina karar verilmistir. Bu amagla yontem 11 gelistirilmistir.

Yontem 11°de yapilan degislikler ile gecerli metot olan yontem 14 gelistirilmis
ve hedeflenen analitlerin reziiliisyonu saglanmistir. Gegerli yontemin dogru ve

gecerli oldugunu gostermek amaciyla yontem valide edilmistir.

5.2. Yontem Validasyon Sonuclari

Elde edilen validasyon sonuglarina gore, enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin,
doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve tilosin analitlerine ait piklerin
kuyruklanma faktorleri, pik simetri faktori, teorik plaka sayis1 ve kapasite faktorleri
Cizelge 4.25’de verilmistir. Her bir standart i¢in hesaplanan, secicilik faktorleri
1,044-1,262 araliginda ve ayirma faktorleri ise 2,670-13,856 araliginda

bulunmustur.
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Cizelge 4.25. Yontem 14 ile yapilan validasyon sonuglari

Standartlar Kuyruklanma Pik Simetri Teorik Plaka Kapasite
Faktorii Faktorii Sayis1 (N) Faktorii (k)
Enrofloksasin 1,299 1,344 74512 3,414
Seftiofur 1,188 1,218 118056 5,720
Oksitetrasiklin 1,140 1,132 51622 2,964
Doksisiklin 0,887 0,831 103912 4,821
Trimethoprim 1,287 1,355 41716 2,649
Siilfadimidin 1,194 1,227 51205 3,824
Tilosin 0,863 0,836 87534 5,973

Bu ¢alismanin validasyonunda oOncelikle matriks etkisine bakildi. Atik su
orneklerinin alindig1 tavuk ¢iftliginde bulunan kuyu suyu (veteriner ilaglar
icermeyen), matriks etkisini gozlemlemek i¢in kullanmilmigtir. Matriks etkisini
gbozlemlemek icin, analit igermeyen kuyu suyu ve belli derisimlerde ilag etken
maddelerinin eklendigi kuyu suyu, ayr1 ayr1 SPE isleminden gecirilmis ve ardindan
kromatografik analizleri yapilmistir. Gerek etken maddelerin SPE’den elde edilen
geri kazanim verimlerinde ve gerekse standart maddelerin kromatografik
analizlerinde alikonma zamaninda veya bagil alikonma zamanlarinda, kuyu suyu

igerisinde bulunan matriks bilesenlerinin etkisi gézlenmemistir.

Her bir etken maddenin, 10 mg/L’ lik ¢alisma standartlarindan ayri1 ayri
seyreltmeler yapilarak, gecerli yontemle HPLC-DAD analizleri yapilmis ve
sinyan/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisimler, 6 tekrar ile belirlenmistir. Belirlenen
LOD degerleri; enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim,
stilfadimidin ve tilosin analitleri i¢in sirasiyla; 0,017, 0,005, 0,032, 0,025, 0,027,
0,012 ve 0,048 mg/L’dir.

Her bir etken maddenin LOQ degerlerini belirlemek i¢in sinyan/giiriiltii oraninin
10 oldugu derisimler, 6 tekrar ile belirlenmistir. Belirlenen LOQ degerleri;
enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin analitleri i¢in sirasiyla; 0,046, 0,017, 0,093, 0,072, 0,089, 0,056, 0,098
mg/L’dir.

Calisilan ilag etken maddelerinin belirli derisimlerde standart ¢ozeltilerinden
olusan standart karigim ¢ozeltilerinin, gegerli yontemle HPLC-DAD analizi igin

lineer calisma arahigi herbir etken madde i¢in sirasiyla; 0,04-20, 0,01-20, 0,09-20,
0,07-20, 0,08-20, 0,05-20 ve 0,09-20 mg/L olarak bulunmustur.
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Metot validasyonu kapsaminda, calisilan veteriner ilaglarinin 0,10, 2,50, 5,0
10,0 15,0 20,0 mg/L derisim araliginda standart ¢dzeltileri her bir ilag i¢in ayr ayri
hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Standart ¢6zeltiler HPLC-DAD
sistemine 3 kez enjekte edilmis ve dogrusallik calismast 3 giin siireyle tekrar
edilmistir. Analitlerin kalibrasyon egrileri ile elde edilen R? degerleri, 0,9919 -
0,9999 araliginda bulunmustur.

5.3. Kati1 Faz Ekstraksiyonu Metot Gelistirme Calismalari

[laglarin ¢ogu amfoterik 6zellige sahip oldugu igin, yéntem gelistirmedeki en
onemli adim Ornek hazirlama prosediiriidiir. Literatiirlerde SPE ters fazdan
bahsedilmektedir, fakat serbest silanol gruplarina kuvvetli bir sekilde bagli olan
amfoterik ilaglar standart organik solventlerle eliie edilemezler. inceledigimiz ¢ogu
ilacin amfoterik dogasindan kaynakli problemlerin iistesinden gelmek icin islevsel
SPE metaryeli kullanildi. Analitleri ayirmak i¢in hidrofobik ve polar 6zellige sahip
hidrofilik-lipofilik balans (HLB) kartiisler kullanmak avantajli olmustur [70].

Incelenen siilfonamid, en az iki nitrojen gruba sahiptir. Siilfiire bagli amit N'
olarak belirtilir ve pH 6.5-7.4 arasinda deprotonlanir. Aromatik halkaya bagli amit
N* olarak belirtilir ve pH 2.5’te protonlanir. Bu nedenle siilfonamid asidik kosullarda
pozitif olarak yiiklenir, pH 2.5 ve 6 arasinda nétraldir ve alkali kosullarda negatif
olarak yiiklenir. Trimethoprim igin iki heterosiklik nitrojen atomunu (N! ve N%)
protonlayan iki pKa degeri vardir. Florokinonlar (Enrofloksasin), piperazinil amino
gruplarindan  (N*)  protonazosyanundan ve karboksilik asit  gruplarmin
deprotonazosyanindan dolay1 asidik kosullarda katyoniktir (pKai= 5.86, pKax= 8.24).
Tetrasiklinler tligten daha kii¢ilk pH’larda katyoniktir ve bu pH’nin yukarisinda
ziwitter iyondur [71]. Siilfonamidler ve tetrasiklinler amfoterik bilesiklerdir ve

tetrasiklinler kuvvetli asit kosullar1 altinda kararsizdirlar [72].

Ornek ¢ozeltinin pH’1 kontrol edilmesi gereken en &nemli parametrelerden
biridir. Bu amagla ornek ¢ozeltilerinin pH’s1 2, 4 ve 7 olarak ayarlandi. pH
kontroliiniin yanisira, ¢esitli organik c¢oziiciiler eliientler olarak test edildi (asetonitril,
metanol ve etanol). Farkli pH’lara ayarlanmis atik su orneklerine eklenen belli
derisimlerdeki ila¢ etken maddelerinin, en iyi geri kazanim oran1 pH=4 ve eliient
olarak metonol kullanildiginda saglanmistir. Ekstraksiyon etkinligi geri kazamim

deneyleri ile kontrol edildi ve elde edilen sonuglar; enrofloksasin, seftiofur,
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oksitetrasiklin, doksisiklin ve trimethoprim i¢in sirasiyla; % 95,06 + 0,59, % 96,37 +
0,71, % 92,35 + 0,13, % 88,70 + 0,65, % 84,93 + 0,23 olarak bulunmustur.

5.4. Atik Su Numunelerinde Tespit Edilen ila¢ Miktarlar

Tavuk yetistirme ciftliginden, agustos, ekim ve aralik aylar1 olmak {iizere, ii¢
tavuk yetistirme donemi sonrasi, tesis yikama suyundan numuneler alinmigtir. Alinan
numuneler laboratuvara getirildikten sonra, Boliim 4.2.3’de anlatildig1 gibi analize
hazirlanip, Bolim 4.2.4°de verilen SPE islemlerinden gegirildikten sonra HPLC-

DAD ile gegerli yonteme gore analizlenmislerdir.

Farkli donemlerde alinan atik sulardaki ilag kalintilarinin miktarlar1 agustos
ayinda, enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin ve trimethoprim igin
sirastyla; 0,13274 + 0,00178, 0,02264 + 0,00192, 0,05562 + 0,00268, 0,14457 +
0,00074 ve 0,17567 + 0,00398 mg/L olarak bulunmustur.

Ekim ayinda ila¢ kalntilarinin miktarlari, enrofloksasin, seftiofur,
oksitetrasiklin, doksisiklin ve trimethoprim i¢in sirasiyla; 0,14223 + 0,00208,
0,03456 + 0,00181, 0,08167 + 0,00187, 0,14314 £+ 0,00092 ve 0,17981 + 0,00457

mg/L olarak bulunmustur.

Arallk ayinda ilag kalintilarinin  miktarlari, enrofloksasin, seftiofur,
oksitetrasiklin, doksisiklin ve trimethoprim i¢in sirasiyla; 0,14150 = 0,00199,
0,04605 + 0,00171, 0,08030 + 0,00252, 0,17199 + 0,00089 ve 0,20482 + 0,00438

mg/L olarak bulunmustur.
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6. TARTISMA

Tiirkiye’de tavuk yetistirme ¢iftliklerde, yetistirme siirecinde kullanilan veteriner
ilaglar, direk igme sularina eklenerek tavuklara uygulanmaktadir. Ayrica olusan atik
sular, herhangi bir aritim siirecine tabi tutulmadan topraga verilmektedir. Yetistirme
donemi sonunda tesisin tamaminin yikanmasi ile olusan sularda, kullanilan ilag
kalintilarinin olup olmadigi, yapilan bu ¢alismada incelenmek istenmistir. Ciinkii
topraga desarj edilen atik sularda bulunan ilaglar ekosisteme zarar vermektedir.
Yapilan bu c¢alisma, ilaglarin; birer kimyasal atik oldugu, imha edilmeden bertaraf
edilmelerinin miimkiin olmadig1 ve ekosistem i¢in zararli oldugu, farkindaliklarini
yaratmayr amaglamistir.  Cevre Kkirliliginin farkindaligin1i vurgulayan bilimsel
calismalarin artmasi, otoritelerin dikkatini ¢ekip konu ile ilgili yasal diizenlemeler

yapmalar1 yolunu, acabilir.

Yapilan bu ¢aligmayla, incelenen yedi veteriner ilacin, es zamanli analizinin 25
dakika gibi kisa bir siirede ve diisiik maliyet ile yapilmasini saglayan HPLC-DAD
metodunun gelistirilmesi, ilag liretim firmalarinin, kalite kontrol laboratuvarlari
miktar tayini analizleri i¢in de kolaylik saglayacaktir. Caligilan ilaglar1 iireten
firmalar her ila¢ i¢in farkli bir HPLC metodu uygulamaktadir. Yedi ilag i¢in, yedi
ayrt HPLC metodu kullanmak yerine, tek bir metot kullanmak kolon, kimyasal ve
zaman sarfiyatin1 azaltacaktir. Ayrica GC-MS/MS ve LC-MS/MS olukg¢a duyarl,
dogrulugu yiiksek ve diisiik dedeksiyon limitlerine sahip teknikler olmalarina ragmen
pahali, sofistike, daha donanimli ve deneyimli kullanicilar gerektirmeleri ve yaygin
kullanim olanaklar1 bulunmamalarindan dolay1 rutin uygulamalardan ¢ok arastirma

amach calismalarda kullanilan tekniklerdir.

Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde, gelistirilen HPLC-DAD metotu ile,
enrofloksasin, seftiofur, oksitetrasiklin, doksisiklin, trimethoprim, siilfadimidin ve
tilosin gibi birbirinden farkli gruptaki ilaglarin es zamanlh tayinde, oldukg¢a diisiik

dedeksiyon limitleri elde edilmistir.

Ayrica ¢alismanin bir diger stiinliigli de, literatiir calismalar1 incelendiginde,
florokinolon (Enrofloksasin), Sefalosporinler, (seftiofur), tetrasiklin (oksitetrasiklin,
doksisiklin), Siilfonamid (siilfadimidin), Siilfonamid sinerjit (trimethoprim), ve
Makrolidler (tilosin) gibi farkli gruplardan olusan ilaglarin es zamanli analizlerinin

yapildig1 ¢alisma bulunmamaktadir.
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Gelistirilen bu yontemin litaretiirdeki ¢caligmalardan en onemli fark: ise, benzer
gruplar ile yapilan ¢alismalardan daha yiiksek geri kazanimlar elde edilmesidir.
Sandra Babic ve ark., [4] atik su matriksinde farkli siniflardan veteriner ilaglarin
HPLC-DAD ile analizini yapmuslardir. Ornek temizleme adiminda Oasis HLB
ekstraksiyon kartiisii ile kat1 faz ekstraksiyonu yapmislardir. Siilfonamid, siilfonamid
sinerjit, tetrasiklin, florokinolon ve B-laktam grubu igeren ilaglar1 incelemislerdir.
Siilfonamid grubu i¢in elde edilen % 11.2 geri kazanim disinda, geri kazanimlar1 %

68,3 - %89 araligindadir.

Birbirinden farkli gruptaki ilaglarin es zamanli tespitini, diisiik dedekte
edilebilme limiti ile yapan HPLC yontemin ve yiiksek geri kazanim saglayan kazi faz
ekstraksiyon yoOnteminin gelistirilmis olmasi, atik su disindaki matriksler ile

yapilabilecek bilimsel caligsmalara da referans olabilir.
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