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OZET

BALIK ETINDE MALASIT YESILI (MY) VE LOKOMALASIT YESILI
(LMY) KALINTILARININ BELIRLENMESI UZERINE BIR
ARASTIRMA

Ridvan UYSALER
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim Dali

Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hasmet CAGIRGAN

Mayis 2010, sayfa

Bu arastirma gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), levrek
(Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) etinde malasit yesili ve
lokomalasit yesili kalintisinin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir. Kalintilarin
tespitinde Avrupa Biriligi Referans Laboratuvart olan AFFSA ‘nin (Fougéres,
Fransa) kullandig1 Likit kromatografi Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS)
analiz metodu kullanilmistir. Metodun validasyonu 2002 tarihli 657 sayili Avrupa
Birligi direktiflerine uygun olarak gerceklestirilmistir. Tespit limiti sirasiyla
malagit yesili i¢in tespit limiti 0,21 pg/kg, 16komalasit yesili i¢in 0,10 pg/kg
olarak, 6l¢iim limitleri ise sirasiyla malasit yesili i¢in 0,43 pg/kg, lokomalasit

yesili i¢in 0,21 ug/kg olarak hesaplanmistir.

Anahtar sozciikler: Malasit yesili, I[ockomalasit yesili, balik eti, kalint1
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ABSTRACT

A STUDY ON DETECTION OF MALACHITE GREEN (MY) AND
LEUCOMALACHITE GREEN (LMY) IN FISH MUSCLE

UYSALER, Ridvan
M.Sc. Thesis, Department of Aquaculture
Director of Thesis: Prof. Dr. Hasmet CAGIRGAN

May 2010, pages

The research was carried out in order to determine malachite green and
leucomalachite green residues in cultured , rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
sea bass (Dicentrarchus labrax) and gilthead sea bream (Sparus aurata) meat.
Determination of the residues were performed by Liquid Chromatography Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) technique which used by AFFSA (Fougéres, France)
which is the European Community Referance Laboratuary for detection of
malachite green and leucomalachite green residue. Metod validation study was
made in according to European Community Commission decision 2002/657/EC.
The limit of detection were found for malachite green 0,21 pg/kg, for
leucomalachite green 0,10 pg/kg respectively and limit of quantification were
found for malachite green 0,43 pg/kg , for leucomalachite green is 0,21 pg/kg

respectively.

Key Words: Malachite green, leucomalachite green, fish muscle, residue
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1 GIRiS

Giinlimiizde artan niifusun protein ihtiyacini karsilamakta dogal su iiriinleri
stoklarinin yetersiz kalmasi su iiriinleri yetistiricili§ine verilen dnemin artmasina
neden olmustur. Su {rilinleri yetistiriciligi birka¢ yogun gelisimin yasandigi
endiistriden biridir. Yogun yetistiricilikle beraber, ortaya ¢ikan enfeksiyonlar
verim diisiikliiklerine ve o6liimlere neden olmaktadir. Hastaliklarin sagaltima,

Onlenmesi ve kontrolii amaciyla veteriner ilaclari yaygin olarak uygulanmaktadir.

Malasit yesili 1900’lii yillarin  ortalarindan itibaren su T{riinlerinde
antiparaziter ve antifungal amacgli olarak kullanilmaya baslanmistir.  Ancak
malasit yesili ile onun metaboliti olan l6komalasit yesili su {irlinlerinde uzun siire
kalinti birakabilmektedir. Malagit yesili ve lokomalasit yesilinin canlilar
tizerindeki toksik etkileri iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda basta Avrupa
Birligi (AB) iilkeleri olmak iizere, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada,
Japonya ve Tirkiye ile birlikte diger pek cok iilkede tiiketime sunulan su
iiriinlerinde malasit yesili ve metaboliti olan 16komalasit yesilinin bulunmasina

miisade edilmemektedir (Anonim,1990,2005, 2006,2007a,b).

Biitiin bu yasal diizenlemeler su iirlinlerinde malasit yesili ve 16komalasit
yesili kalintisinin tespitine yoOnelik analiz tekniklerinin gelistirilmesini zorunlu
kilmigtir. Su iirlinlerindeki malasit yesili ve 16komalasit yesili kalintisinin tespiti
baslangicta Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirilmistir
(Wendy et al, 2005; Halme et al, 2004; Long et al, 2008; Bergwerff et al, 2003;
Mitrowska et al, 2005; Rushing et al, 1997). Avrupa Birligi’ nin 2004 tarih ve 25
sayili komisyon karar1 ile malagit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin
tespitinde kullanilan analiz metotlariin minimum gerekli performans limitini 2
ng/kg olarak belirlemesi ile artik analizlerde Likit kromatografi Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) daha fazla kullanilmaya baslanmistir (Hall et
al.,2008; Valle et al., 2005; Ding et al., 2008; Wendy et al., 2006; Arroyo et al.,
2008; Lee et al., 2006; Scherpenisse et al., 2005). LC-MS/MS sistemleri HPLC
sistemlere gore daha disiik tespit limitlerinde Ol¢iim yapilabilmektedir. HPLC

sistemlerde kullanilan karmasik, zaman alic1 ve fazla miktarda ¢6ziicli, kimyasal



madde harcanan ekstraksiyon prosediirleri yerine LC-MS/MS sistemlerinde basit,

zaman ve malzeme tasarrufu saglayan ekstraksiyon prosediirleri kullanilmaktadir.

Ulkemizde su iiriinlerinde malasit yesili ve l6komalasit yesili kalmtisinin
tespiti HPLC ile gerceklestirilmektedir. Ancak gerek ekstraksiyon prosediiriinden
kaynaklanan sikintilar gerekse de analiz tekniginin Avrupa Birligi’nin 6n gérdigi
validasyonu kriterlerini karsilayamamasi agisindan ge¢miste lilkemizde yapilmasi
gereken malasit yesili ve lokomalasit yesili kalinti analizlerinin yurtdisindaki
laboratuvarlara yaptirilmasina neden olmustur. Malasit yesili ve 16komalasit yesili
kalintisinin tespitine yonelik metotlarin arastirilmasi ve giiniimiiz sartlarina uygun
analiz metodunun tespit edilerek validasyonun gerceklestirilmesi hem halk sagligi
acisindan hem de {ilkemizin su {irlinleri ihracaati acisindan biiyilk Onem

tagimaktadir.

Bu aragtirmada su friinlerinde malasit yesili ve Idkomalasit yesili
kalintisinin tespitinde kullanilan metotlar incelenecek ve uluslararasi diizeyde
gecerliligi  kanitlanmig bir metodun laboratuvarimizda uygulanabilir hale
getirilmesi i¢in 2002 tarih ve 657 sayili Avrupa Birligi Komisyon kararina uygun

olarak validasyonu ger¢eklestirilmistir.



2. LITERATUR BILDIRiSI

2.1 Malasit Yesili

Malasit yesili diger pek cok boya tiirlerinde oldugu gibi farkli ticari
isimlerle piyasaya sunulmaktadir. Victoria green B, yeni Victoria green ekstra,
Diamond green B, BX kat1 green, light green ve astramalachite green bunlardan
bazilaridir. Malasit yesilinin Colour Index numarast C142000, Cl basic green 4’
diir. Malasit yesili tekstil sanayinde deri ve akrilik elyaf boyanmasinda ve kagit
sanayinde kullanilmaktadir. Malasit yesili ticari olarak sentezlenmesinde meydana
gelen verim kayiplarindan dolay1 farkli safliklarda partiler ortaya ¢ikabilmektedir.
Bu sebeple boya iireticileri ayn1 standartlara sahip malasit yesili tiretmek amaciyla
sentez esnasinda sodyum klorit veya sukroz gibi maddeler ilave ederek ayni
saflikta malasit yesili sentezlenmesini saglarlar. Malasit yesilinin sulu ¢ozeltileri
etiketlerinde belirtilen safliktan daha diisiik olup, doymus bir malasit yesili
cozeltisinin sadece 9%6-7’si malasit yesili okzalattir. Malasit yesilinin sulu
cozeltilerindeki malasit yesili oranini arttirmak amaciyla iiretim esnasinda asetik
asit veya hidroklorik asit ilavesi gerekmektedir. Yiiksek saflikta malasit yesili
sentezlenmesi, iiretim siirecine ¢esit saflastirma asamalarinin ilavesi ile miimkiin
olmaktadir. Ticari amacgla boya sanayinde iiretilen malasit yesili igeriginin ve
safliginin mikrobiyolojik calismalar i¢in kullanilan malasit yesiline oranla daha
degisken olmakla beraber bu amag i¢in iiretilen malasit yesillerinin saflik
derecelerinde de farkliliklar vardir. Yapilan bir ¢alismada bu tiir boyalarin

safliginin %98.5 ile %34 arasinda degistigi gosterilmistir (Alderman, 1985).

2.2 Malasit Yesili Tuzlar1 ve Iyonizasyon

Malasit yesili sanayide kullanim amaciyla toz malasit yesili okzalat ve
malasit yesili hidroklorit tuzu olarak, nominal %50’lik sollisyonu asetik ve
hidroklorit tuzlarinin karisimi seklinde sunulmaktadir. Stvi malasit yesili formik
asit igerir. Su TUriinleri yetistiriciliginde kullanilan malasit yesilinin ¢esitlilik

goOstermesi malagit yesilinin farkli tuzlar seklinde bulunmasindandir. Malasit



yesilinin tuz ve karbinol formu olmak tizere iki iyonik formu bulunmaktadir
(Sekil 2.1). Trifenilmetan boyalarin loko formlarinin yagda coziinebilirlikleri
katyonlarina oranla daha yiiksektir. Bu durum pseudobaz formlarin hiicre igerisine
girmesini kolaylastirir. Malasit yesilinin asitlik sabiti (pK,) 6.9’ dur. Malasit yesili
pH 4.0 ortamda %100, pH 6.9°da %50, pH 7.4’de %25 ve pH 10.1°de %0 iyonize
olur. Malasit yesilinin iyon formu ve karbinol formu arasindaki denge
reaksiyonunun yavas gerceklesmesi, malasit yesilinin hem ¢evresel sartlardan
etkilenmesini hem de ekosistemde birikim yapmasint etkileyen Onemli bir
faktordiir. Malasit yesili alkali sularda aktif yapisini kaybederek renksiz ve daha

az ¢oziinen karbinol formuna doniisiir (Alderman, 1985).

Malagit yegili Malasit yesili (Karbinol)

S

H,C —N

Lokomalagit yegli

Sekil 2.1 : Malasit yesili, karbinol formu ve l6komalasit yesili formunun kimyasal

yapisi (Sudova et al., 2007).

2.3 Malasit Yesilinin Cevresel Ortamdaki Davranisi

Malasit yesilinin karbinol formunun sudaki ¢éziintirligi diisiiktiir (0.5 ppm
konsantrasyonda doygunluga ulasmaktadir). Doygunluk seviyesinin {izerindeki
miktar yesilimsi ve beyaz renkte tortular olusturarak c¢okelme meydana
getirmektedir. Malasit yesili kirecli sularda dengeye ulasincaya kadar ortamdaki
mevcut hidroksil iyonlariyla olduk¢a yavas bir sekilde birlesir. Dogal su

kaynaklarinda ortama siirekli yeni su ve hidroksil iyonlar1 girisi olmasi nedeniyle



malagit yesili doygunluga ulasamaz ve siirekli ¢oziinmeye devam eder. Ayrica
sudaki kalsiyum iyonlarinin humik maddelere baglanmasi malasit yesiline daha az
miktarda humik madde baglanmasina neden olmaktadir. Bunun sonuncunda
sudaki humik madde ve kalsiyum iyonlarinin varligi hem malasit yesilinin
toksisitesini hem de tedavi dozunu etkilemektedir (Meinelt et al.,2003).
Trifenilmetan boyalarin organik bilesiklere karsi kuvvetli afiniteleri vardir.
Malasit yesili hayvansal hiicrelerin niikleus yapisina baglanmaktadir. Malagit
yesili 151k ile temas ettiginde lokomalasit yesiline doniismektedir. Malagit
yesilinin bu sekilde bozulmasi olduk¢a yavas gerceklesmektedir (Alderman,
1985).

2.4 Malasit Yesilinin Akuakiiltiirde Kullamim Alanlan

Gecmiste su triinleri yetistiriciliginde teknik saflikta malasit yesili
kullanilmaktaydi. Kullanilacak malasit yesilinin safliginin bilinmemesi ilacin
terapdtik etkisi ile uygulama esnasinda ve sonrasinda ortaya c¢ikacak toksikolojik
etkilerin tahmin edilememesine yol acar. Uygulama 6ncesi deneme yapilmadan
ilacin tiim baliklara uygulanmasi biitiin baliklarin 6lmesi ile sonuglanabilir.
Malasit yesili tedavi amaci ile tek basma kullanildigr gibi farkli terapotiklerle
birlikte de (formaldehit, metilen mavisi, vb.) kullanilabilmektedir (Sudova et al.,
2007). Malasit yesili, 1930’larin basindan itibaren bazi iilkelerde su iiriinleri
yetistiriciligi faaliyetlerinde antifungal ve antiprotozoal tedavi amagh balik, balik
yumurtasi ve kabuklularda kullanilmistir. Gliniimiizde de bazi iilkelerde akvaryum
balik¢iliginda kullanilmaktadir. insan gidasi olarak tiiketilecek su iiriinlerinde
kullanilmasima miisaade edilmemektedir (WHO, 2009). 1930’larin ortasindan
itibaren malasit yesilinin fungist olarak 1950’lerden itibaren de antiseptik ve
antiparaziter olarak kullanmilmistir. 1960’larda malasit yesilinin  basta
Icthyopthirius multifiliis olmak iizere protozoon ekto parazitlere karsi oldukca
etkin bir tedavi sagladig1 ortaya konmustur. Malasit yesili balik yumurtalarinda
Saprolegnia sp. kars1 ve salmonidlerde proliferatif bobrek hastaliginin tedavisinde
kullanilmaya baslanmistir. Ornegin Cek Cumbhuriyeti’nde Icthyobodo necator,
Trichodina sp., Trichodinella sp., Chilodinella sp., Ichthyopthirius multifiliis ile

baliklardaki ve yumurtalardaki mantar enfeksiyonlarina karst kullanilmistir



(Sudova et al., 2007). Malasit yesili Cyprinus carpio‘da Dactylogyrus vastator ve
Cichliodogyriasis‘e kars1 kullamilmistir. Sazanlarda Dermocystidium koi baliklar
ile yavru kalkan baliklarinda bazi protozoanlar ve myxobakter enfeksiyonlar1 da
malagit yesili ile tedavi edilmistir. Yilan baliklari, lahozlar ve kalkan
baliklarindaki Trichodina enfeksiyonlarinda, ot sazanlarindaki Trichodinella
epizootica, akvaryum baliklarindaki dis parazitlere karsi ve bazi silliatlara karsi

kullanilmigtir (Srivastava et al., 2004).

2.5 Malasit Yesilinin Bahklar Uzerindeki Toksikolojik Etkileri

Malasit yesili ve diger benzer terapotiklerin Letal Doz (LDso) degerlerinin
tespit edilmesinde hem canli tiirline bagh biyotik faktorler hemde sicaklik, pH,
suyun sertlifi ve c¢oziinmiis oksijen gibi parametrelerin géz Oniine alinmasi
gerekmektedir. Malagit yesilinin farkli balik tilirlerinin erigkin ve yavru
bireylerdeki LDsy degerlerinin tespitine iliskin ¢alismalar Cizelge 2.1°de
gosterilmistir. Cizelgeda da goriildiigli gibi baliklar i¢in uygulanan tedavi dozlar
ve lethal dozlar birbirine oldukca yakindir. Malasit yesilinin meydana getirdigi
toksikasyonlar baslica onun safligina ve igerdigi diger bilesiklere bagli olarak
degismektedir. Yiksek saflikta iiretilen malasit yesilinin bile analiz edildiginde
sadece %82’sinin okzalat veya %95’inin hidroklorid kalan kisminin ise asit
bilesiklerinden olustugu goriilmektedir. 10 adet farkli malasit yesili ile yapilan bir
calismada bazi1 malasit yesili tiplerinin tedavi dozlari ile lethal dozlarin birbirine
cok yakin oldugu bulunmustur. Bazi durumlarda ise Onerilen tedavi dozunun
bulunan lethal dozdan daha yiiksek olabilmektedir. Malasit yesilinin banyo yolu
ile uygulamalarinda olusabilecek toksisite su kalitesi ile yakindan iligkilidir.
Malasit yesilinin toksisitesi yumusak sudaki humik maddelerle azalmaktadir.
Humik maddeler aym1 zamanda malasit yesilinin terapotik indeksini de
degistirmektedir. Yapilan calismalarda malasit yesilinin uygulanan tiirler icin
toksisitesinin sicaklia bagli olarak artmakta oldugu gozlenmistir. Micropterus
salmonides tizerinde malasit yesili ile yapilan bir calismada uygulama dozunun iki
katina cikarilmasinin yumurta ve yavru baliklardaki mortalite oranimn1 20 kat
arttirdigy tespit edilmistir. Malasit yesilinin toksik dozlar1 sazan ve alabaliklarda

cok yakin degerlerdedir. Toksikasyon belirtisi olarak; baliklarin diizensiz



hareketleri, su ylizeyine sigramalari, sazan baliklarinin yiizeyden hava yutmasi ve
bunu takiben denge kaybi, agoni ve Oliim tipik klinik semptomlardir. Malagit
yesili toksikasyonuna iliskin patalojik ¢izelge ise baligin derisinin yesil renge
dontismesi ve mukus salgisinin artmasidir. Solungaclarda 6dem ve fazla miktarda
mukus bulunmakta olup, dogal rengini kaybetmistir. Cyprinidler {izerine yapilan
bir calismada 0.1 mg/L konsantrasyonda malasit yesilinin kromozomlarin
boliinmesini etkiledigi tespit edilmistir. Cesitli calismalar malasit yesilinin tath su
baliklarinda hem akut hem de kronik toksik olabilecegini gostermistir. Gokkusagi
alabalig1 i¢in malasit yesilli uygulamasini takiben karsinojenosis, mutajenosis,
kromozomal pargalanmalar, teratojenosiz ve yumurta veriminde azalma gibi

etkilerin meydana geldigi tespit edilmistir (Srivastava et al., 2004).

Cizelge 2.1: Malasit yesilinin farkl tiirler tizerindeki LDsy degerleri (Srivastava

et al., 2004).
Bahk (;]; /;:’) pH | Sicaklk(°’C) g:;f)

0.238 7.5 22 6
0.960 7.5 12 6
Kanal yayin baligi 04 7.5 22 6
(Ictarulus punctatus) 0.519 9.5 12 6
1.72 8.0 12 6
1.3 8.0 12 6
0.286 8.0 12 24
Gokkusagi alabaligi 1.4 7.5 12 3
(Oncorhynchus mykis) 2.35 8.0 12 3
6.8 8.0 12 6
Kiigtik agizli levrek (Micropterus 0.154 7.5 12 24
dolomieui) 0.0453 7.5 12 96
Biiyiik agizl levrek (Micropterus 0.282 7.5 12 24
salmonides ) 0.0728 7.5 12 96
3.0 7.5 12 6

Koho salmon
(OOncomsfhynghus kisutch ) 0.569 7.5 12 24
0.383 7.5 12 96
3.560 7.5 12 3
. 1.090 7.5 12 6
Atlantik salmon (Salmo salar) 0.497 75 D 24
0.283 7.5 12 96
1.730 7.5 12 3
Kahverengi alabalik 1.270 7.5 12 6
( Salmo trutta ) 0.352 7.5 12 24
0.237 7.5 12 96




Yapilan toksikolojik ¢alismalarda gokkusagi alabaliginda uzun siireli
toksikasyon = durumunda = yumurtalarda  anormaliteler, = kromozomlarda
par¢alanmalarin meydana geldigi tespit edilmistir. Yiiksek dozlarda malasit yesili
uygulamalar1 sonucunda 38 saatlik inkiibasyon sonunda embriyolarin yasam
oraninda onemli derecede diisiis ve kulugka siiresinin uzamasi ve bununla birlikte
bu yumurtalardan elde edilen larvalarda omurga, bas, ylizge¢ ve kuyrukta
anomaliler tespit edilmistir. Malasit yesili ayn1 zamanda solunum enzimlerine etki
ederek, gokkusagr alabaligt ve Nil tilapyasinda solunum fonksiyonlarinin
bozulmasmna neden olmaktadir. Gokkusagi alabaliginda solunga¢ lamel
hiicrelerinde ve solungag epitelinde nekroz ve 16kosit infiltrasyonu ile sonuglanan
solungaglarda tahribata neden olmaktadir. Malasit yesili yaymn baliklarinda
(Heteropneustes fossilis) karaciger, solungag, bobrek, bagirsak, gonadlar ve
hipofiz gonadotropik hiicrelerde zararli etkilere neden olmaktadir. Karacigerde
sinuzoidal konjesyon ve bolgesel nekroza ve niikleusta degisimlere neden

olmaktadir (Srivastava et al., 2004).

2.6 Malasit Yesilinin Farmokolojik Ozellikleri

2.6.1 Absorpsiyon, dagilim, atilim ve metabolizma

2.6.1.1 Bakteriler

Insan, rat, fare ve resus maymunlarindaki intestinal bakterilerin malasit
yesilinin l0komalasit yesiline indirgenmesini incelenmis ve insan sindirim
kanalindaki bakteri florasini temsil etmesi icin 14 saf anaerobik bakteri
kiiltiirti secilerek kullanilmigtir. Bakteri kiiltiirleri 300 pg malasit yesili iceren
5 ml brain-heart infiisyon broth besi yerinde anaerobik kosullarda 24-48 saat
arasinda inkiibe edilmislerdir. Malasit yesilinin neredeyse tamami intestinal
flora tarafindan I6komalasit yesiline indirgenmistir. Saf bakteri kiiltiirleri
malasit yesilini 16komalasit yesiline %7.3-99.3 oraninda indirgemislerdir. Bu
sonu¢ sindirim kanali mikroflorasinin malasit yesilinin 16komalasit yesiline

doniisiimiindeki 6nemini gostermektedir (Henderson ef al., 1997).



2.6.1.2 Fareler ve ratlar

Agirliklart 300-325 gr arasinda degisen 3 erkek ve 3 disi rata sonda
yardimiyla tek doz 2 mg/kg c.a.(canli agirlik) '*C isaretli malasit yesili iceren
su verilerek yapilan g¢aligmada ratlarin idrar ve diskilar1 malasit yesili
uygulandiktan sonra giinliik olarak toplanmistir. Malasit yesili uygulandiktan
bir hafta sonra ratlarin karaciger, bobrek, kas, deri ve kanlar1 alinip analiz
edilene kadar -20°C’de saklanmistir. Oral yoldan uygulanmis malasit yesilinin
yaklasik %96.3 + 0.059° unun idrar ve digki ile atildig1 ve bunun %80’inin
diski yolu ile gergeklestigi tespit edilmistir. Ratlarin dokularinda diisiik
seviyede '*C tespit edilmesinden otiirii dokularla ilgili ileriye doniik

caligsmalar gerceklestirilememistir (WHO, 2009).

Ratlarda kisa donemli yedirme yoluyla yapilan ¢alismada (Culp et al.,
1999) malasit yesilinin sirastyla birinci ve ikinci aromatik aminleri N-
demetilasyon sonucunda l6komalasit yesiline indirgendigi tespit edilmistir.
Disi fareler (her doz grubu ic¢in sekiz adet B6C3F1; Nctr BR
C57/BL6NxC3H/HeN MTV-) ve erkek ratlar (her doz grubu icin sekiz adet;
F344: N Nctr BR) fareler i¢in 0.15 ve 90 mg malasit yesili/kg c.a. ve ratlar
icin 0, 10 ve 60 mg malasit yesili/ kg c.a. (= %94 saflikta) veya fareler icin O,
13.7, 72 mg 16komalasit yesili/kg c.a. ve ratlar i¢in 0, 9.6, 58 mg l6komalasit
yesili’kg c.a.(>%98 saflikta) yeme karistirilarak 28 giin boyunca beslenmistir.
Fare ve ratlardan karaciger ornekleri alinarak Likit Kromatografi Tandem
Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) ile analiz edilmistir. Malasit yesili
uygulanan ratlardan alinan karaciger 6rneklerinin analizinde malasit yesili,
malasit yesilin di-, tri, ve tetradimetil tiirevleri ve malasit yesili N-oksit tespit
edilmigtir. Malasit yesili veya Iokomalasit yesili uygulanmis ratlarin
karacigerlerindeki demetilasyon metabolitleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
Ayrica az miktarda da lokomalasit yesili tespit edilmistir. Fare ve ratlara
uygulanan doz miktarmin artmasi ile karacigerdeki malasit yesili ve
tiirevlerinin miktarinin da arttig1 gériilmiistiir. Lokomalasit uygulanan ratlarin
karaciger orneklerinin analizinde Oncelikle protonlanmis I6komalasit yesili,
protonlanmis demetilasyon tiirevleri ve malasit yesili N-oksit ve demetilasyon
tirevleri bulunmustur. Ayrica az miktarda da malasit yesili tespit edilmistir.

Malasit yesili ve l0komalasit yesilinin metabolik mekanizmasi Sekil 2.3’de
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gosterilmistir. Hem ratlarda hem de farelerde, doza bagli olarak 16komalasit

yesiline doniisen miktarin artti1 belirlenmistir (Culp et al., 1999).

S Ny Lo
N \ /
\,, m/N J, N\Rz

R3——
R4
Malasit Yesili Lokomalasit yesili
Malasit yesili, Malasit yesili Lokomalasit yesili
lokomalasit yesili
ve demetilasyon
R, R, R; R4 R, R, R; Ry

tiirevlerinin yapisi
Ana molekiil CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 CH3
Desmetil- CH3 CH3 CH3 H CH3 CH3 CH3 H
Didesmetil-
(simetrik) CH; H CH;, H CH;4 H CH;4 H
Tridesmetil- CH; H H H CH; H H H
Tetradesmetil- H H H H H H H H

Sekil 2.2: Malasit yesili veya 10komalasit yesili uygulanmis ratlarinn karacigerlerindeki
demetilasyon metabolitleri (Culp et al., 1999).
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Malagit Yegili R
CHs Demetilasyon

S ()
“CH H &
HiC._ 8 “N
J: * l B=CHveya H
H3 Red‘tﬂcm on
Katalize TPO R H
N i
- . N < > N
—Q_ 0L51danf demetilasyon / I!I h
‘bHS
L okomala:;it vesili
Thyroglohulln Azalma
J "
Artig
TSH — N—OH n
| 1
Tiroit DNA katinlan (Karaciger ve tiroif)
[ Hipetplazi | i
.. [ Karaciger ve tiroit timérer ]
[ tiimér ]

Sekil 2.3: Malasit yesili ve lokomalasit yesilinin metabolik mekanizmasi (Culp et al., 1999).

2.6.1.3 insanlar

Insanlarda malasit yesili ve l6komalasit yesilinin emilimi, dagilimi,
metabolizmasi ve atilimina iligkin yapilmig bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir

(NTP, 2005).

2.7 Toksikolojik Calismalar

2.7.1 Akut toksisite

Malasit yesilinin akut toksisitesine iliskin yapilan caligsmalar ve tespit edilen

LDs degerleri Cizelge 2’de gosterilmistir
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Cizelge 2.2: Malasit yesilinin akut toksisitesine iliskin yapilan ¢alismalarin

sonuglart (WHO, 2009).

PP Uygulama

Tiir(Cinsiyet) . LDs¢(mg/kg c.a.) Kaynak
Sekli
Fare Oral 50 Clemensen et al. (1984)
Wistar rat
(Disi ve erkek) Oral 275 Clemensen et al. (1984)
Wistar rat Dermal >2000 Clemensen et al. (1984)
(Disi ve erkek) ’
Meyer ve Jorgenson

D 1 2

SD rat Ora 520 (1983)

Akut etkiler goriilen ratlarda motor aktivitelerinde azalma, ishal
gorlilmiistiir. Hayvanlarin  6liimiine kadar gozlenen bulgular genellikle
gastrointestinal kanalin genislemesi ile birlikte hiperemi ve intesnal duvarlarda
atonidir. Hayatta kalan ratlar 2 giin icerisinde bu semptomlardan kurtulurlar

(Clemensen et al., 1984).

2.7.1.1 Malasit yesilinin kisa donem toksisitesine iliskin ¢alismalar

Iyi Laboratuvar Uygulamalarma (ILU) uyumlu bir sekilde yapilan bir
caligmada 6-7 haftalik 8 adet disi ve 8 adet erkek fareden (B6C3F1; Nctr BR
(C57BL/6NxC3H/HeN MTV-)) olusan gruplar 0, 3.75, 15, 45, 90 ve 180 mg
malasit yesili’kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 25, 100, 300, 600, 1200 mg/kg
malasit yesili (klorit tuzu, >%94 saflikta) igeren yem ile 28 giin boyunca
beslenmistir. Lokosit sayisi, eritrosit sayisi, hemoglobin, hematokrit degerleri,
ortalama eritrosit miktari, eritrosit hemoglobin degerlerinin ortalamasi, ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu, trombosit sayisi, segmentli notrofil, lenfosit,
monosit, eozinofil ve retikulosit sayisi igeren hematolojik analizler yapilmistir.
Total protein, safra asitleri, kan lire azotu, kreatin, alanin aminotransferaz ve
alkalin fosfataz degerleri Olgiilmiistiir (Culp er al, 1999). 1200 mg/kg malasit
yesili igeren yem ile beslenen disi farelerde kontrol grubuna oranla 3. haftada (p <
0.02) ve 4. haftada (p < 0.03) 6nemli 6lciide viicut agirligi kaybi tespit edilmistir.
Malasit yesili iceren yem ile beslenen hicbir erkek farede 6nemli Glgiide viicut

agirhigi kaybi tespit edilmemistir. 600 ve 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile
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beslenen disi farelerde eritrosit sayist ve hemoglobin ile hematokrit seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede azalmis erkek farelerde ise 1200 mg/kg
malasit yesili igeren yem ile beslenen grupta ayni durum tespit edilmistir. 300,
600 ve 1200 mg/kg malasit yesili igeren yem ile beslenen disi farelerin eritrosit
miktar1 kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde artmistir (p< 0.05). Ayrica ayni
gruplarda retikulosit miktar1 énemli dlgiide 1.4 ile 1.9 kat artis gostermistir (p<
0.05). 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslen erkek farelerde retikiilosit
miktart 1.6 kat artmistir (p< 0.05). Malasit yesili ile beslenen farelerde onemli
histopatolijik degisimler tespit edilmemistir. G6zlenemeyen yan etki seviyesi 15

mg/kg c.a./giin olarak belirlenmistir (Culp et al., 1999).

ILU uygun olarak yapilmayan bir ¢alismada, 8 adet disi ve 8 adet erkek
Wistar ratlarindan olusan gruplar 0, 1, 10 ve 100 mg malasit yesili’kg c.a. denk
gelecek sekilde 0, 10, 100 ve 1000 mg/kg malasit yesili okzalat (>%90 saflikta)
igceren yem ile 28 giin boyunca beslenmistir. Uygulamadan 3 hafta sonra kan
ornekleri alinms, alkalin fosfataz, aspartat aminotransferaz, iire, kreatin, glikoz ve
methemoglobin degerleri 6l¢iilmiistiir. Eritrosit, 16kosit ve retikulosit sayimi
yapilmistir. Hazirlanan frotilerde farklilasmis kan hiicresi sayilart belirlenmis ve
hematokrit degerleri tespit edilmistir. Calismada kullanilan tiim hayvanlarin
karaciger, bobrek, adrenal bezler ve testisler tartilmis ve bu organlardan
hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelenmistir. En yiiksek doz grubunda
bulunan hayvanlarin hiper aktivitesi haricindeki hi¢bir grupta klinik belirti
gozlemlenmemistir. Bu hayvanlarda ayrica kilo artisinda ve yem aliminda
gerileme tespit edilmistir. 1000 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen
disilerde, lenfosit sayisinda artisa karsin notrofil sayisinda azalma ve hematokrit
degerinde belirgin azalma goriilmiistiir. 1000 mg/kg malasit yesili iceren yem ile
beslenen erkeklerde kandaki iire miktarinda onemli derecede artis gdstermistir.
Gozlenemeyen yan etki seviyesi 10 mg/kg c.a./giin olarak tespit edilmistir

(Clemensen et al.,1984).

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir calismada 6-7 haftalik 8 adet disi ve 8
adet erkek rattan (F344/N Nctr BR) olusan gruplar 0, 2.5, 10, 30, 60 ve 120 mg
malasit yesili / kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 25, 100, 300, 600, 1200 mg/kg
malasit yesili (klorit tuzu, >%94 saflikta) iceren yem ile 28 giin boyunca

beslenmistir. Lokosit sayisi, eritrosit sayisi, hemoglobin, hematokrit degerleri,
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ortalama eritrosit miktari, eritrosit hemoglobin degerlerinin ortalamasi, ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu, trombosit sayisi, segmentli notrofil, lenfosit,
monosit, eozinofil ve retikulosit sayisi igeren hematolojik analizler yapilmistir.
Total protein, safra asitleri, kan lire azotu, kreatin, alanin aminotransferaz ve
alkalin fosfataz, glikoz, kolestrol, trigliseritler, gama glutamil transferaz, albumin,
sorbitol dehidrojenaz, kreatin kinaz, sodyum, potasyum, klorit, kalsiyum ve fosfor
degerleri dl¢lilmistiir (Culp ef al., 1999). 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile
beslenen disi ratlarin kontrol grubuna oranla 1-4 haftalar arasinda énemli Olciide
viicut agirhigi kaybi tespit edilmistir. 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile
beslenen erkek ratlar, kontrol grubunun viicut agirliginin %82-87’sine ulagsmasina
ragmen bu durum 6nemsiz bulunmustur. 300, 600 ve 1200 mg/kg malasit yesili
iceren yem ile beslenen disi ratlarda ve 600 ve 1200 mg/kg malasit yesili iceren
yem ile beslenen erkek ratlarda karaciger agirliginin viicut agirligina oraninda
onemli Olgiide artis tespit edilmistir. Her iki cinsiyet grubunda da gama glutamil
transferaz seviyelerinin uygulama dozuna bagl olarak lineer bir artis gosterdigi
bulunmugtur. 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen disi ratlarda
hematolojik degerlerinin eritrosit sayisi, hemoglobin, hematokrit degerleri,
eritrosit hemoglobin ortalamalar1 ve eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
ortalamalarinda %3 ‘lin altinda diisiis belirlenmis, fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. 300, 600 ve 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen erkek
ratlarda ortalama eritrosit hemoglobin degerlerinde az fakat onemli diistlisler
goriilmistiir. 1200 mg/kg malasit yesili igeren yem ile beslenen disi ratlarin
sadece birisinde hafif derecede hepatosit vakuolizasyonu gozlenmistir (p<0.01).
600 ve 1200 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen erkek ratlarin sirasiyla 1
ve 4 erkek ratta orta siddette benzer lezyonlar tespit edilmistir (Culp et al., 1999).

Gozlenemeyen yan etki seviyesi 10 mg/kg c.a./giin olarak belirlenmistir.

2.7.1.2 Lokomalasit yesilinin kisa donem toksisitesine iliskin calismalar

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir calismada (Culp et al., 1999) 6-7 haftalik
8 adet disi ve 8 adet erkek fareden (B6C3F1; Nctr BR(C57BL/6NxC3H/HeN
MTV-)) olusan gruplar 0, 43.5, 87, 174 mg I6komalasit yesili/kg c.a. denk gelecek
sekilde 0, 290, 580 ve 1160 mg/kg 16komalasit yesili (>%98 saflikta) iceren yem

ile 28 giin boyunca beslenmistir. Lokosit sayisi, eritrosit sayisi, hemoglobin,
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hematokrit degerleri, ortalama eritrosit miktari, eritrosit hemoglobin degerlerinin
ortalamasi, ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu, trombosit sayisi,
segmentli noétrofil, lenfosit, monosit, eozinofil ve retikulosit sayisi igeren
hematolojik analizler yapilmistir. Total protein, safra asitleri, kan {ire azotu,
kreatin, alanin aminotransferaz ve alkalin fosfataz degerleri Ol¢lilmiistiir. 1160
mg/kg 16komalasit yesili iceren yem ile beslenen disi farelerde kontrol grubuna
oranla 4. haftada onemli 6l¢iide viicut agirligi kaybi tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 580 mg/kg l6komalasit yesili i¢ceren yem ile beslenen
disi farelerde belirgin bir (p<0.01) viicut agirligr kaybi goriilmistiir. 3. ve 4.
haftalardaki kilo kayb1 dozun artis1 ile dogru orantilidir. 1160 mg/kg l6komalasit
yesili igeren yem ile beslenen disi farelerin tiimii ya 6lmiis ya da idrar kesesi epitel
hiicrelerinin gegirgenliginde bozulma tespit edilmistir (»<0.001). Hiicrelerin pek
cogunun c¢ekirdekeigini  kaybettigi, ¢ekirdek¢igi kaybolmayan hiicrelerin
cekirdekgiklerinin ise yogunlasmis veya parcalara ayrilmis oldugu goriilmiistiir.
Bu duruma apoptosisin neden oldugu diisiiniilmektedir. Idrar kesesinden
hazirlanan kesitler incelendiginde fagositik vakuoller tasiyan pek ¢ok apoptotik
hiicrenin canli epitel hiicrelerle birlikte bulundugu goriilmiistiir. Son yillarda
kullanilan DNA fragmentlerini isaretleme teknikleri vasitasiyla apoptotik
hiicrelerin sitoplazmasinda DNA fragmentlerinin var oldugu yogunlasmis
cekirdekgiklerin boyanmasi ile belirlenmistir. 0, 290, 580 mg/kg lokomalasit
yesili igeren yem ile beslenen disi farelerde benzer apoptosis ¢izelgesu
sekillenmemistir. Gozlenemeyen yan etki seviyesi 290 mg /kg lokomalasit yesili
iceren yem ile beslenen farelerdeki doz olan 10 mg/kg c.a./giin olarak tespit

edilmistir (Culp et al., 1999).

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir calismada 6-7 haftalik 8 adet disi ve 8
adet erkek rattan (F344/N Nctr BR) olusan gruplar 0, 29, 58, 116 mg l6komalasit
yesili/kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 290, 580, 1160, 600, 1200 mg/kg
lokomalasit yesili (klorit tuzu, >%94 saflikta) igeren yem ile 28 giin boyunca
beslenmistir. Lokosit sayisi, eritrosit sayisi, hemoglobin, hematokrit degerleri,
ortalama eritrosit miktari, eritrosit hemoglobin degerlerinin ortalamasi, ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu, trombosit sayisi, segmentli notrofil, lenfosit,
monosit, eozinofil ve retikulosit sayisi igeren hematolojik analizler yapilmstir.

Total protein, safra asitleri, kan iire azotu, kreatin, alanin aminotransferaz ile
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alkalin fosfataz, glikoz, kolestrol, trigliseritler, gama glutamil transferaz, albumin,
sorbitol dehidrojenaz, kreatin kinaz, sodyum, potasyum, klorit, kalsiyum ve fosfor
degerleri Ol¢iilmiistiir. 1160 mg/kg lokomalasit yesili igeren yem ile beslenen
erkek ratlarda kontrol grubuna kontrol grubunun %91-92’sine oranla 2, 3 ve 4.
haftada 6nemli Ol¢lide viicut agirligit kaybi tespit edilmistir. 580 mg/kg
lokomalasit yesili iceren yem ile beslenen erkek ratlarda kontrol grubunun
%94’line oranla 3 ve 4. haftada onemli oOlgiide viicut agirhigr kaybr tespit
edilmistir. Karaciger agirhiginin viicut agirhigina orant kontrol grubu ile
kiyaslandiginda tim doz gruplarinda 6nemli derecede artmustir. 1160 mg/kg
l6komalasit yesili iceren yem ile beslenen grupta gama glutamil transferaz
seviyesi kontrol grubuna oranla 2.2 kat yiiksek olup (p<0.05), fosfor seviyesi %10
artmistir (p<0.05). Kontrol grubuna oranla 1160 mg/kg l6komalasit yesili igeren
yem ile beslenen grupta eritrosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit degerleri az (<
%06) fakat 6nemli derecede azalmistir. 1160 mg/kg I6komalasit yesili iceren yem
ile beslenen grubun yedisinde (p<0.005), 580 mg/kg 16komalasit yesili igeren yem
ile beslenen grubun besinde (p<0.04), 290 mg/kg 16komalasit yesili igeren yem ile
beslenen grubun iki iiyesinde (p<0.0004) midzonal ve sentrilobular hepatosit
vakuolizasyonun doza bagl olarak arttig1 goriilmiistiir. 1160 mg/kg 16komalasit
yesili igeren yem ile beslenen gruptaki ratlardan ikisinde ve 580 mg/kg
lokomalasit yesili iceren yem ile beslenen gruptaki ratlardan ikisinde troid
bezlerinde apoptotik folikiiler epitel hiicreler goriilmiistiir. Folikiillerin icersinde
yer alan yogunlasmis ¢ekirdekgiklerin bulundugu kabuk goriintimlii folikiiler
hiicrelerde morfolojik degisimler meydana gelmistir. Inflamatuvar reaksiyon
tespit edilmemistir. Tahribata ugrayan folikiillerin normal epitel dokuya bagl
bulunmasi, folikiiler epitel rejenerasyonunu gostermektedir. Bu ¢alismada

gozlenemeyen yan etki seviyesi belirlenmemistir (Culp ef al., 1999).

2.7.2 Karsinojenite

2.7.2.1 Malasit yesilinin karsinojenitesi

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir ¢alismada 6 haftalik 48 adet disi fareden
(B6C3F1; Nctr BR(C57BL/6NxC3H/HeN MTV-)) olusan gruplar 0, 15, 33 ve 67
mg malasit yesili’kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 100, 225, 300 ve 450 mg/kg



17

malasit yesili (>%87 saflikta klorit tuzu) igeren yem ile 104 hafta boyunca
beslenmistir. Calisma siiresince denekler yem ve filtre edilmis musluk suyu ile ad-
libitum beslenmis ve giin siiresince 12 saat 1siklandirma yapilmistir. Calismada
kullanilan yemlerin icerdigi malasit yesilinin homojenite ve stabilite testleri
gerceklestirilerek test sonuclariyla biitiinliigii saglanmistir. Ilk 12 hafta boyunca
deneklerin yem tiiketimi ve viicut agirliklar1 haftalik olarak, sonrasinda 4 haftada
bir 6lgiilerek kayit edilmistir. Olen ve dlmek iizere olan farelerde dahil olmak
tizere tiim farelere nekropsi yapilmistir. Alinan tiim dokular tespit edilerek,
sonrasinda %10’luk noétral tamponlu formaldehit igerisinde saklanmigtir. Dokular
mikroskobik inceleme i¢in hematoksilen ve eosin ile boyanmistir. Calismada
kullanilan farelerin yem tiiketimi, viicut agirligi degisimi, yasama orani, disi
farelerde neoplazma varligi ve sayisinda malagit yesili uygulamasima bagh
herhangi bir etki tespit edilmemistir. ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir calismada
48 adet disi rattan (F344/N Nctr BR) olusan gruplar 0, 7, 21 ve 43 mg malasit
yesili / kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 100, 300, 600 mg/kg malasit yesili (>%87
saflikta klorit tuzu) iceren yem ile 104 hafta boyunca beslenmistir. Calisma
stiresince denekler yem ve filtre edilmis musluk suyu ile ad-libitum beslenmis ve
giin siiresince 12 saat 1siklandirma yapilmistir. Calismada kullanilan yemlerin
icerdigi malasit yesilinin homojenite ve stabilite testleri gerceklestirilerek test
sonuglartyla biitiinliigii saglannmstir. Ik 12 hafta boyunca deneklerin yem
tilketimi ve viicut agirliklar1 haftalik olarak, sonrasinda 4 haftada bir dlgiilerek
kayit edilmistir. Olen ve 6lmek iizere olan tiim deneklere nekropsi yapilmistir.
Alman tiim dokular tespit edilerek, sonrasinda %10’luk notral tamponlu
formaldehit icerisinde saklanmistir. Dokular mikroskobik inceleme igin
hematoksilen ve eosin ile boyanmistir. Malasit yesili uygulamasina bagl olarak
yem tiikketiminde degisiklik gdzlenmemistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
600, 300 ve 100 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen gruplarda viicut
agirliklariin ortalamasi sirasiyla 16., 44. ve 76. haftalardan itibaren istatistiksel
olarak onemli 6l¢iide diismeye baslamistir. Calisma sonundaki viicut agirliklar:
kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla kontrol grubunun viicut agirliginin
%88, %90 ve %98’ine ulasmistir. Hayatta kalma oranin1 malasit yesili uygulamasi
etkilememistir. Malasit yesili uygulanan disi ratlarin tiroid bezi folikiillerindeki
adenom veya karsinomlarin insidensi doza bagl olarak artma egiliminde olup,

sadece 300 mg/kg malasit yesili iceren yem ile beslenen grupta bu artis dnemli
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bulunmustur. Hepatoseliiler adenomlardaki artisin az fakat 6zellikle en yiiksek iki
doz grubunda istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Meme bezlerindeki
karsinomlarda 6nemli bir artis tespit edilmemistir. Ayrica doz gruplarinda tek
cekirdekli hiicre 16semisinin azalma egiliminde oldugu, 100 mg/kg malasit yesili
iceren yem ile beslenen gruptaki denekler hari¢ tiim gruplarda bu azalmanin
onemli oldugu bulunmustur. Gézlenemeyen yan etki seviyesi 100 mg/kg malagit
yesili igeren yem ile beslenen ratlardaki doz olan giinliik 7 mg/kg c.a. olarak tespit

edilmistir (Culp et al., 2006).

2.7.2.2 Lokomalasit yesilinin karsinojenitesi

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir ¢alismada 6 haftalik 48 adet disi fareden
(B6C3F1; Nctr BR(C57BL/6NxC3H/HeN MTV-)) olusan gruplar 0, 15, 31 ve 63
mg malasit yesili/kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 91, 204, 408 mg/kg 16komalasit
yesili (>%99 saflikta) iceren yem ile 104 hafta boyunca beslenmistir. Calisma
stiresince denekler yem ve filtre edilmis musluk suyu ile ad-libitum beslenmis ve
giin siliresince 12 saat 1giklandirma yapilmistir. Calismada kullanilan yemlerin
icerdigi lokomalasit yesilinin homojenite ve stabilite testleri gergeklestirilerek test
sonuglartyla biitiinliigii saglanmustir. ilk 12 hafta boyunca deneklerin yem
tilkketimi ve viicut agirliklar1 haftalik olarak sonrasinda 4 haftada bir Olciilerek
kayit edilmistir. Olen ve &lmek iizere olan farelerde dahil olmak iizere biitiin
farelere nekropsi yapilmigtir. Lokomalasit yesili uygulamasina bagli olarak
deneklerin hi¢ birisinde yem tiiketimi, viicut agirligi degisimi ve yasama oraninda
herhangi bir degisim tespit edilmemistir. Dozun artisina bagl olarak hepatoseliiler
adenom ve karsinomlarin insidensinin arttigt ve en yiiksek doz grubunda
insidensin 6nemli oldugu bulunmustur. ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir
calismada 48 adet disi ve 48 adet erkek rattan (F344/N Nctr BR) olusan gruplar 0,
5, 15 ve 30 mg malasit yesili / kg c.a. denk gelecek sekilde 0, 91, 272, 543 mg/kg
lokomalasit yesili (>%99 saflikta) iceren yem ile 104 hafta boyunca beslenmistir.
Calisma siiresince denekler yem ve filtre edilmis musluk suyu ile ad-libitum
beslenmis ve giin siiresince 12 saat 1s1iklandirma yapilmstir. Ilk 12 hafta boyunca
deneklerin yem tiiketimi ve viicut agirliklar1 haftalik olarak sonrasinda 4 haftada
bir 6l¢iilerek sonuglar kayit edilmistir. Olen ve dlmek iizere olan farelerde dahil

olmak iizere tiim farelere nekropsi yapilmistir. 543 mg/kg 16komalasit yesili ile
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beslenen erkek ve disi ratlarda ve 272 mg/kg 16komalasit yesili igeren yem ile
beslenen disi ratlarda kontrol grubuna oranla yem tiiketiminin azaldigi
gorlilmiistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 543, 272 ve 91 mg/kg 16komalasit
yesili iceren yem ile beslenen disi rat gruplarinda viicut agirliklarinin ortalamasi
sirastyla 8, 16 ve 52. haftalardan itibaren istatistiksel olarak Oonemli Olglide
diismeye baslamistir. Lokomalasit yesilinin erkek ratlar tizerinde daha az etkisi
olmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 543, 272 ve 91 mg/kg l6komalasit
yesili iceren yem ile beslenen disi rat gruplarinda viicut agirliklarinin ortalamasi
sirastyla 16, 20 ve 88. haftalardan itibaren diismeye baslamistir. Lokomalasit
uygulamasi disi ratlarin hayatta kalma oranimi etkilememistir. 272 mg/kg
l6komalasit yesili ile beslenen erkek rat grubu hari¢ I6komalasit yesili uygulamasi
erkek ratlarin hayatta kalma oranimi etkilememistir. 0, 91, 272, 543 mg/kg
lokomalasit yesili igeren yem ile beslenen erkek ve disi rat gruplarinda tiroid bezi
folikiil hiicrelerinin adenom ve karsinom insidensinin diisiik (%2-7) oldugu tespit
edilmistir. 0, 91, 272, 543 mg/kg 16komalasit yesili igceren yem ile beslenen disi
rat gruplarinda meme bezindeki karsinom veya adenom insidensi sirasiyla 0/48,
2/48, 3/48, 4/48 olarak bulunmustur. Doz gruplarindaki disi ve erkek ratlarda tek
cekirdekli hiicre 16semisinin azalma egilimi gosterdigi ve tiim doz gruplarinda bu
azalma istatiksel olarak énemli bulunmustur. Sadece erkek ratlarda, hipofiz bezi
adenomlarinda azalma egiliminde oldugu ve bunun tiim doz gruplarinda istatiksel
olarak Onem tasidigr bulunmustur. Gozlenemeyen yan etki seviyesi kanser
etkilerinin goriilmedigi seviye i¢in ratlarda giinlilk 91 mg/kg lokomalasit yesili
iceren yem ile beslenen ratlardaki doz olan giinliik 5 mg/kg c.a. olarak

belirlenmistir (Culp et al., 2006).

2.7.3 Genotoksisite ve Mutajenite

ILU uyumlu bir sekilde yapilan bir calismada, malasit yesili ve 16komalasit
yesilinin genotoksik ve mutajenik etkileri incelenmistir. Malasit yesilinin bakteri
ve memeli hiicre kiiltiirlerine kars1 sitotoksik etkisinden dolay1 yapilacak in vitro
calismalar1 zorlastirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada malasit yesili (okzalat tuzu)
S9 karisimi igceren TA98 bulunan ortamlarda Salmonella typhimurium kiiltiiriinde

mutasyonlar oldugu tespit edilmistir. Malasit yesili hamsterlerin ovaryum
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hiicrelerinde (CHO-K1) mutasyon meydana getirmemis olup ovaryum
hiicrelerinin tek hiicre elektroforezi yontemi ile incelenmesi sonucunda sadece
sitotoksik konsantrasyonlarda DNA da hasar meydana getirdigi goriilmektedir.
Bununla birlikte, malagit yesilinin kemik iligine wulagip ulagsmadigi
bilinmemektedir. Farelerde 40 mg/kg c.a. doza kadar yapilan memeli spot testte
cekinik spotlarda artis meydana getirmedigi tespit edilmistir. 67.5 mg/kg c.a.
malagit yesili uygulanan B6C3F1 transgenetik disi farelerin eritrositlerindeki
mikroniikleuslar iizerinde, lenfositlerde, karaciger hiicrelerinde mutajenik bir
etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Malasit yesilinin artan konsantrasyonlariyla birlikte

DNA katimlarinin artig1 tespit edilmistir (Culp et al., 1999).

Lokomalasit yesili malasit yesili ile kiyaslandiginda bakteriler ve memeli
hiicrelerinde daha az sitotoksiktir ve yiiksek konsantrasyonlardaki mutajenitesi
incelenebilmektedir. Lokomalasit yesili Salmonella typhimurium kiltiirinde ve
hamster ovaryum hiicrelerinde (CHO-K1) mutasyona neden olmamistir ve CHO-
K1 hiicrelerinde yapilan komet testte negatif sonu¢ bulunmustur (Fessard et al.,

1998).

Glnliik doz olarak 0, 0.9, 2.7, 9.1, 27.2 ve 54.3 mg/kg c.a. 16komalasit yesili
uygulanan biiylik mavi ratlarla yapilan bir ¢calismada uygulanan 16komalasit yesili
dozunun artmasi1 lac/mutasyon spektrum frekanslarinda énemli bir artis meydana
getirmemigstir. Ratlarin karacigerindeki c// mutasyon frekansi, Hprt lenfosit
mutant testi ve kemik iligi mikroniikleus testi ile incelenmis ve lokomalasit

yesilinin bir etkisi bulunmadig tespit edilmistir (Culp et al., 2002).

16 hafta stiresince transgenetik disi biiyiik mavi B6C3F1 farelerine 30.6 ve
61.2 mg/kg 16komalasit yesili uygulamasi yapilmis ve 16komalasit yesili farelerin
eritrositlerindeki mikrontikleuslarda veya lenfositlerde mutasyonlar meydana
getirmemistir. Bununla birlikte, 16komalasit yesilinin disi farelere yiiksek dozda
uygulanmasi sonucunda c// mutasyonlartyla birlikte guaninin timine (G—T) ve
adeninin timine (A—T) doniisiim frekansinda artis meydana getirmistir

(Mittelstaedt et al., 2004).

Malasit yesilinin genotoksisitesi ve mutajenitesine iliskin test sonuclari
Cizelge 2.3’de, 16komalasit yesilinin genotoksisite ve mutajenitesine iliskin test

sonuclar1 Cizelge 2.4’de verilmistir.
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Cizelge 2.3: Malasit Yesilinin Genotoksisite ve Mutajenitesine liskin Test

Sonuglar1 (WHO, 2009)
Uzerinde Test
Test Edilen Konsantrasyon Sonu¢ Kaynak
In vitro
S. typhimurium .
Ames test® TA 98, TA 100, 0.05-160° zlﬁi\?fs hon Clemmensen
TA 1535, TA ng/plate vasy o | etal.(1984)
haricinde negatif®
1537
S. typhimurium b
Ames test’ TA 97, TA 98, 0'0/1 1;? Negatif (F f;;g;d) ctal.
TA 100, TA 102 | H&P€
f CHO-K1 0.001-1 pg/ml . Fessard et al.
Hprt test hiicreleri ve 120 pg/mte | Negatif (1998)
3ug
yukarisindaki
Sitotoksik
dozlarda '
SCGE(komet) CHO-K1 1220 pg/ml' aktivasyon yok’ Fessard et al.
assay hiicreleri ve 15 ug (1998)
aktivasyon® olup
DNA hasari
meydana
gelmekte
In vivo
Mikroniikleus Fare kemik iligi . Clemmensen
assay hiicreleri 375 mg/kg c.a. Negatif et al.(1984)
. . 1 10,20 ve 40 . Mittelstaedt et
Memeli spot testi | Fare me/ke c.a. Negatif al. (2004)
Biiyiik mavi 450 ma/k
B6C3F1 (D) mg/kgc.a. :
Mikroniikleus 4-16 hafta Negatif Mitiehsacdt o
Periferal fare™ siireyle al. (2004)
kant
Biiyiik mavi 250 ma/k
B6C3F1 (D) mg/kg c.a. :
Mikrontikleus 4-16 hafta Negatif Mittelstacdt et
Periferal fare™ siireyle al. (2004)

kam
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Cizelge 2.3 devami

Uzerinde Test
Test Edilen Konsantrasyon Sonug¢ Kaynak
In vivo
Biiyiik mavi
Lenfosit hprt B6C3F1 (D) 450 mg/kg c.a. 4- Negatif Mittelstaedt et
mutant frekansi 16 hafta siireyle & al. (2004)
fare™ dalagi
Biiyiik mavi .
CIl mutan 450 mg/kg c.a. 16 . Mittelstaedt et
frekansi B6(E,13F1 (D), . hafta siireyle Negatif al. (2004)
fare™ karacigeri
28 giin siireyle 0, | Pozitif°, tekli
DNA katim Fare" 100, 600 mg/kg DNA katim Culp et al.
formasyon . L (1999)
doz uygulamasi sekillenmistir
28 giin siireyle 0,
DNA katim 1 oo 100, 600 mg/kg | Pozitif Culp et al.
formasyon (1999)
doz uygulamasi

D. disi; SCGE, Tek Hiicre Jel Elektroforezi.

* Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii’ niin (OECD) metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz
test prosediirii.

® Her bir doz iiger kez ve her bir ¢calisma iki kez tekrarlanmustir.
89 ilavesi olmadiginda 1.28 ug/plate dozu hiicre toksisitesi meydana getirmistir.

4 Ekonomik Kalkinma ve isbirligi Orgiitii’ niin (OECD) metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz
471 nolu test prosediirii.

¢ Hiicre toksisitesi 0.5 ug/plate dozun iizerindedir.

POECD metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz 476 nolu test prosediiri.

€ 1-10 ug/plate dozu aktivasyonsuz, 1-20 ug/plate dozu aktivasyonlu.

" Malasit yesili asir sitotoksik olup, sadece 0.05 pg/ml konsantrasyona kadar degerlendirilebildi.
" Her bir doz ti¢ kez tekrarlandi ve en az birbirinden bagimsiz iki test yapildi.

i Sitotoksisite ve DNA lezyonlar arasinda oldukga zayif bir iliski tespit edildi.

* Hiicre canlilig1 <% 20’sinde diismiistiir.

! Gebe C57B1/6] Han fareleri 8,9 ve 10. giinlerde sonda vasitasiyla 10, 20 ve 40 mg/kg c.a./giin
malasit yesili uygulanmustir.

" Her grup 12 denekten olugmaktadir.
" Her grup i¢in 8 adet (B6C3F1; Nctr BR(C57BL/6NxC3H/HeN MTV-)) fareden olugsmaktadir.

° Tekli katim veya co-eluting katimin doz bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. 600 mg/kg malasit
yesili iceren yem ile beslenen farelerde katim seviyesi 580 mg/kg 16komalasit yesili iceren yem ile
beslenen farelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

P Her grup F344:N Nctr BR erkek ratlardan olusmaktadir.

" Tekli katim veya co-eluting katimin doz bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.
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Cizelge 2.4: Lokomalasit Yesilinin Genotoksisitesi ve Mutajenitesine Iliskin

Test Sonuglar1 (WHO, 2009)

Uzerinde Test
Test Edilen Konsantrasyon Sonug Kaynak
In vitro
S. typhimurium
Ames test* TA 97, TA98, | 10-2000° pg/plate | Negatif (ngsgzr)d etal
TA 100, TA 102
Hprt assay® CHO hiicreleri 5-100 pg/ml Negatif (Fle ggzr)d ctal.
SCGE(komet) 5-500 ug/mld . Fessard et al.
assay cHo 25-300° pg/ml | gt (1998)
in vive
28 giin siireyle 0,
DNA katim Fare' 96,580 mghkg | Poxitif® Culp etal.
formasyon (1998)
doz uygulamasi
In vivo
Biiyiik mavi
Mikroniikleus B6C3F1 (D) 295 O:j 14601?:1régkg Negatif Mittelstaedt et
Periferal fare" . £ al. (2004)
stireyle
kant
Lenfosit hprt Biiylik mavi 0,204, 408me/kg . Mittelstaedt et
B6C3F1 (D) c.a. 4-16 hafta Negatif
mutant frekanst h - . al. (2004)
Fare" dalagi siireyle
ClIl mutant gg}égl;?gl) fareh 450 mg/kg c.a. 16 Pozitif Mittelstaedt et
frekansi e hafta siireyle al. (2004)
karacigeri
28 giin siireyle 0,
DNA katim £ 96, 580 mg/kg . Culp et al.
formasyon Rat(E) l6komalasit igeren Positif* (1999)
yem
Mutatnt frekansi
0,9,27,91, 272 543 mg/kg doz
Lacl mutant Biiyiik Mavi Rat | ve 543 mg/kg uygulanan Culp et al.
testi' (D) lokomalasit iceren | grupta™ ve 16. (2002)
yem' haftada
yiikselmistir.
28 giin siireyle 0, | >91mg/kg
DNA katim Biiyiik Mavi 9,21,91,272 ve !okomalaslz . Culp et al.
formasyonu rat(D)" >43 mg/ke ieren yem®ile | )
M l6komalasit iceren | beslenenlerde
yem pozitif
. 0,9,27,91,272
f;ﬁiiil;rtigns] Biiyiik mavi ve 543 mg/kg Neeatif® Manjanatha et
rat (D)* l6komalasit igeren & al. (2004)

testi®

yem'
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Cizelge 2.4 (devami)
Test Deney Hayvam Konsantrasyon Sonu¢ Kaynak

In vivo

Kemik iligi 0,9,27,91, 272

mikroniik%eus Biiyiik mavi ve 543 mg/kg Negatif Manjanatha et

o rat (D)* I6komalasit iceren | & al. (2004)
yem'
0 ve 543 mg/kg

Cll mutan Biiyiik mavi rat 16komalasit igeren Negatif Manjanatha et

frekansi (D) yem 16 hafta £ al. (2004)
siireyle

D, disi; E, erkek; SCGE, Tek Hiicre Jel Elektroforezi.

* OECD’nin metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz 471 nolu test prosediirti.

® 500 pg/plate ve daha yiiksek konsantrasyonlarda presipitasyon gerceklesmistir.

¢ OECD’nin metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz 476 nolu test prosediirii.

4 Aktivasyon yok. Her bir doz ii¢ kez tekrarlandi ve en az birbirinden bagimsiz iki test yapildu.
¢ Aktivasyon.

"Her bir grup 8 adet fareden olusmaktadur.

¢ Tekli katim veya co-eluting katimin doz bagl olarak arttii tespit edilmisgtir. 580 mg/kg
lokomalasit yesili igeren yem ile beslenen farelerde katim seviyesi 600 mg/kg malasit yesili igeren
yem ile beslenen farelerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

" Her bir grup 12 fareden olusmaktadir.

' Lokomalagit uygulanmig farelerde Guanin— Timin ve Adenin— Timin déniisiimlerinde, arilamin
karsinojenler tarafindan meydana getirilen mutasyonlara benzeyen mutasyonlarda artis meydana
gelmistir.

J Bu test baz ¢ifti yer degistirmelerini, ¢ergeve kaymasi mutasyonu (frameshift), dizindeki kiiglik
silinmeler gibi mutasyonlar1 tespit etmektedir.

¥ Her grup sekiz adet rattan olusmaktadir.
'4, 16 ve 32 hafta boyunca siiren uygulamada 6 aylik ratlar kullanilmustir.

™ Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 16 haftalik deneklerdeki /ac! mutasyonun frekansinin énemli
olmadig: tespit edilmistir.

" Her grup i¢in 4 adet rat kullanilmigtir.
° Calismada kullanilan lenfositler uygulama yapilmis hayvanlarin dalaklarindan alinmustir.

P Kontrol grubundaki ratlarin lenfositlerin frekans1 3x10° ile 12x10° arasinda degisirken
lokomalasit yesili igeren yem ile beslenen ratlarin lenfositlerinde mutasyonun frekans1 2x 10 ile
11x10° arasinda degismektedir.

' Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 16komalasit uygulama dozlarmin veya uygulama siirelerinin
hi¢ birisinde istatiksel olarak 6nemli olabilecek bir artis tespit edilmemistir.

" Her grup 6 rattan olugsmaktadir.

® 543 mg/kg l6komalasit yesili igeren yem ile beslenen disi bilyiik mavi ratlarda hiicre mutasyonu
ve mutasyon frekansinda artis tespit edilmemistir.
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2.7.4 Ureme toksisitesi

Meyer ve Jorgenson (1983) tarafindan yapilan bir ¢aligmada her doz grubu
20 adet gebe Yeni Zelanda beyaz tavsanlarindan olusan doz gruplarina her giin 0,
5, 10 ve 20 mg/kg c.a. malasit yesili (okzalat tuzu, teknik saflikta) ve talidomitin
pozitif kontrol olarak kullanildig1 ¢alismada pozitif kontrol grubuna da
uygulamanin 6. giiniinden 18. giiniine kadar 150 mg/kg talidomit sonda vasitasiyla
uygulanmistir. Tiim tavsanlar giinliik olarak goézlenmis ve viicut agirliklar1 0, 6, 9,
12, 15, 18 ve 29. giine kadar kayit edilmistir. Daha sonra gebe disiler dldiiriilerek
sezeryan ile yavrulart alinmistir. Tiim geng bireyler incelenmis, tartilmis ve 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. Yavrularin hayat belirtileri inkiibasyon boyunca
ilk dort saatlik siirecte ve 24. saatte kontrol edilmistir. 24 saatin sonunda tim
yavrular Oldiiriilerek gelisimleri sirasinda meydana gelen anomaliler incelenmistir.
Malasit yesili uygulanan tavsanlar kontrol grubuna oranla daha az yem tiikketmis
ve daha diisiik viicut agirliklarina ulagmiglardir. Malasit yesili uygulanan ii¢
grupta yavru atiklari, 6lii atik yapma oraninda artis ve canli fetiis oraninda azalma
meydana gelmistir. Kontrol grubuna kiyasla malasit yesili uygulanmis gruplarda
fetiislerin viicut agirliklarinin ortalamasi daha diisiiktiir. Malagit yesili uygulamasi,
24 saatin sonunda fetiislerin hayatta kalma oranlarin1 Onemli derecede
azaltmaktadir. Doza bagli olarak artis meydana gelmese de malasit yesili
uygulanmis deneklerde kontrol grubuna gore iki kat fazla anomali goriilmiistiir.
Gozlenemeyen yan etki seviyesi belirtilmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
talidomit uygulanan grupta viicut agirligt kazaniminda, canli fetiis sayisinda,
fetiislerin viicut agirlig1 ve hareketliliginde azalma ve gelisim anomalilerinde artis

tespit edilmistir.

2.7.5 Spesifik calismalar

2.7.5.1 Tiroid bezinin durumuna iliskin calismalar

ILU uygun bir ¢aligmada, 6-7 haftalik 8 disi ve 8 erkek rattan olusan gruplar
(F344/N Nctr BR) malasit yesili icermeyen ve 120 mg/kg c.a. denk gelecek
sekilde yem ile beslenmistir. Triiodotrin (T3), tiroksin (T4) ve tiroid stimulating

hormone (TSH) seviyelerinin 6l¢liimii i¢in kan 6rnegi alinmigtir. 21. giinde kontrol
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grubu ile kiyaslandiginda malasit yesili uygulanmis gruptaki disi ratlarda T;
seviyesi Onemli Ol¢iide yiiksek bulunmustur. T4 seviyesi ise 4. ve 21. giinlerde
malagit yesili uygulanmis disi ratlarda onemli oOl¢iide diisiik oldugu tespit
edilmistir. Malagit yesili uygulanan erkek ratlarin kanlarindaki T; ve Ts
seviyelerinde ve her iki cinsiyetteki ratlarin kanlarindaki TSH seviyelerinde

onemli bir degisim tespit edilmemistir (Culp et al., 1999).

Lokomalasit yesilinin tiroit hormonun sentezinde iyot ilave edilmesi ile
gorevli tiroit peroksidazi (TPO) inhibe edip etmedigine iliskin yapilan bir
calismada l16komalasit yesilinin tirosin iyodinasyonunu ile katalize edilen TPO
enzimini inhibisyonu, l6komalasit yesilinin guatr tiroglobulinin iyodinizasyonunu
inhibisyonu, 16komalasit yesilinin preiyodinize guatr tiroglobulinini inhibiyonu
incelenmistir. Arastirmacilar kronik olarak l6komalasit yesiline maruz kalinmasi
durumunda TPO inhibisyonun tiroit folikiiler hiicrelerdeki tiimorlere ve hormonal

mekanizma tizerinde etkisi oldugunu diisiinmektedirler(WHO, 2009).

ILU uygun bir calismada, , 6-7 haftalik 8 disi ve 8 erkek rattan olusan
gruplar ( F344/N Nctr BR) 16komalasit yesili icermeyen ve 160 mg/kg c.a. denk
gelecek sekilde, 1160 mg/kg lokomalasit yesili iceren yem ile beslenmistir.
Triiodotrin (Ts), tiroksin (T4) ve TSH seviyelerinin Ol¢limii i¢in kan Ornegi
alimmigtir. T3 seviyesinde Onemli bir degisiklik tespit edilmemis olup, Ts
seviyesinde onemli bir diisiis ve TSH seviyesinde énemli bir artis tespit edilmistir

(Culp et al., 1999).

2.7.5.2 Sitoktoksisite

Stammati ve arkadaglar1 (2005) malasit yesilinin sitotoksisitesini iki tiimdr
hiicre hatt1 (Caco-2 ve Hep-2) iizerinde arastirmiglardir. Hep-2 canliligi, Notral
red uptake assay ve total protein miktar1 tespit edilmistir. Proliferasyon yetenegi
colony-forming test ile 6l¢iilmiistiir. Hep-2 tizerindeki doz-cevap sonuglari her iki
test metodu ile Olgiilmiis ve %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICsp) Notral red
uptake testi icin 2.03 pmol/l ve total protein content testi i¢in 2.19 umol/l olarak
bulunmustur. Colony forming test i¢in inhibisyon konsantrasyonu 2.06 pmol/l
olarak tespit edilmistir. Caco-2 hiicrelerinin sitotoksisitesinin belirlenmesinde sar1

tetrazolyum tuzunun renkli formazan doniisimii (MTT assay) ve sitoplazmik
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laktat dehidrojenaz salgilanmasi (LDH salgisi) ve notral red uptake assay
kullanilmistir. Uygulanan bu testler sonucunda %50 inhibisyon konsantrasyonu

(ICsp) sirastyla 16.2 umol/l, 18.4 umol/l ve 13.8 umol/l olarak bulunmustur.

Stammati ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada, I6komalasit
yesilinin sitotoksisitesi iki tiimor hiicre hatti  (Caco-2 ve Hep-2) {lizerinde
incelemisglerdir. Hep-2 canliligi Notral red uptake assay ve total protein content
test ile tespit edilmistir. Proliferasyon yetenegi colony-forming test ile
Olciilmiistiir. Sadece en yiikksek doz olan 610 pmol/l konsantrasyonunda
inhibisyon tespit edilmistir. Tiim doz denemelerinde colony-forming test negatif
sonu¢ vermistir. Caco-2 hiicrelerinin sitotoksisitesinin belirlenmesinde sari
tetrazolyum tuzunun renkli formazan doniisiimii (MTT assay) ve sitoplazmik
laktat dehidrojenaz salgilanmasi (LDH salgisi) ve notral red uptake assay

kullanilmistir. Testler sonucunda higbir sitotoksik bulguya rastlanmamustir.

2.7.5.3 Hiicre transformasyonu

Suriye hamster embriyo hiicreleri ilizerinde malasit yesilinin sitotoksik
etkileri ve meydana getirdigi degisimleri arastirmiglardir. Sitotoksisite, malasit
yesili uygulanan gruplar ve kontrol grubunun embriyo hiicrelerinin logoritmik
biliylime egrileri kullanilarak koloni olusturma verimliliginin incelenmesi ile tespit
edilmistir. Enzim aktivitesi testleri i¢in embriyo hiicreleri kiiltiire alinmis ve 24
saat sliresince 0.025-0.1 pg/ml konsantrasyonunda malasit yesili uygulanmstir.
Uygulama sonrasinda embriyo hiicreleri toplanmis, slispansiyon haline getirilmis,
sonikasyon sonrasinda santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant enzim
aktivitelerinin tespitinde kullanilmistir. Hiicrelere malasit yesili uygulanmasi doza
bagl bir sekilde mono oksijenaz enzim sisteminin (aril hidrokarbon hidroksilaz ve
aminopiren-N-demetilaz aktiviteleri), lipit peroksidasyonun (sliperoksit dismiitaz
aktivitesi) ve katalaz aktivitesinin artisina neden olmustur. Bu sonuglar malasit
yesilinin sitotoksik aktivitesinin olusan serbest radikallere baghh oldugunu

gostermistir (WHO, 2009).

Suriye hamster embriyo hiicrelerinin malasit yesilini metabolize etmesi

esnasinda ortaya cikan reaktif serbest radikaller elektron spin resonans analizi ile

tespit edilmistir (WHO, 2009).
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Suriye hamster embriyo hiicrelerinde malasit yesilinin serbest radikal
formasyonu, lipit peroksidasyonu ve DNA hasar1 iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Embriyo hiicreleri {i¢ farkli konsantrasyonda malasit yesili i¢eren
ortamda kiiltiire alinmig ve artan dozlara bagl olarak etkilerin arttig1 belirtilmistir.
Elde edilen sonuclara gore meydana gelen bagli serbest radikaller malasit

yesilinin embriyo hiicreleri iizerindeki genotoksisitesini agiklamaktadir (WHO,

2009).

Malasit  yesilinin  senkronize  ve  senkronize olmayan  hiicre
popiilasyonlarinda normal ve malasit yesili uygulamig Suriye hamster embriyo
hiicrelerinde hiicre siklus fazlarimin  dagilimin1  incelemislerdir. Normal
hiicrelerdeki G2/M fazma kiyasla malasit yesili uygulanmig hiicrelerde G2/M
fazinda hiicre bulunmadigi goriilmistiir. Kontrol grubundaki hiicrelerle
kiyaslandiginda malagit yesiline maruz kalmig Suriye hamster embriyo

hiicrelerinin apoptosis hassasiyetinin azaldigini tespit etmislerdir (WHO, 2009).

2.7.6 Insanlar iizerindeki gozlenen etkiler

17.3 kg agirhiginda 3 yasinda bir kiz ¢ocugu akvaryum baliklar1 igin
kullanilan ve igerisinde 45 mg malasit igeren bir {iriinii igmesi sonucu babasi
tarafindan mavilesmis dudaklar1 ve tirnak kokleri fark edilerek hastaneye
kaldirilmistir.  Cocuk hastaneye getirildiginde genel bir siyanosis ¢izelgesu
sekillenmis olup bas, eller, kollar, ayak ve bacaklar mor renk almistir. Nabiz 115,
solunum dakikada 30 ve viicut sicaklig1 36.8 °C ve kandaki methemoglobin orani
%50.6 olarak tespit edilmistir. 2 mg/kg c.a. metilen mavisi infiizyonu ile hasta
tekrar eski viicut rengine donmiis ve uygulamadan 2.5 saat sonra kandaki

methemoglobin oran1 %6.5” a diismiistiir (WHO, 2009).

2.8 Yasal Diizenlemeler

Malasit yesili, 2377/90 sayili Avrupa Birligi karariyla Avrupa Birligi

iilkelerinde gida amach yetistiriciligi yapilan canlilarda kullanimi yasaklanmustir.
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1991°de Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan, 1992°de Kanada Gida Denetim
Ajansi tarafindan malasit yesilinin gida amacl yetistiriciligi yapilan canlilarda
kullanimi1 yasaklanmistir. 2005°de Japonya’da malasit yesilinin gida amagh
yetistiriciligi yapilan canlilarda kullanimi yasaklanmistir (Anonim, 2005).
Ulkemizde ise malasit yesilinin gida amagh yetistiriciligi yapilan hayvanlarda

kullanimi yasaklanmistir(Anonim, 2006, 2007a,b).

2.9 Su Uriinlerinde Malasit Yesili Kalintisinin Tespitine Yénelik Analiz

Calismalar:

2.9.1 Numune hazirlama (Ekstraksiyon)

Kalint1 analizlerinde hedeflenen bilesigin analizin yapilacagi cihaz ve
sistemde tespiti i¢in numunenin analiz 6ncesinde fiziksel ve kimyasal yontemlerle
saflagtirnlmast  ve analizi etkileyecek organic ve inorganic yapilarin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Malasit yesili ve 16komalasit yesilinin tespiti i¢in
numunenin analize hazirlanmasi olduk¢a karmasik ve zaman alan bir siirectir
(Oguzhan et al.,2006). Malasit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin HPLC ile
tespitine yonelik analiz tekniklerinin ¢ogunlugunda ilk ekstraksiyon agamasinda
numuneye hidroksilamin hidroklorid (HAH), p-Toluen siilfonik asit ilavesi
gergeklesmektedir. Bununla birlikte tetrametil fenil diamin di hidroklorit
(TMFD),Dietilen glikol gibi farkli kimyasal maddeler de kullanilabilmektedir
(Wendy et al, 2005, Halme et al, 2004, Long et al, 2008, Bergwerff et al, 2003,
Mitrowska et al, 2005, Rushing et al, 1997). Bu kimyasal maddelerin ilavesi ile

l6komalasit yesilinin malasit yesiline doniismesi 6nlenmesi amaglanmaktadir.

Ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek pH degisimlerinin Oniine
gecilmesi amaciyla ekstrata genellikle amonyum asetat tampon, Mc Ilvaine
tampon gibi tampon ¢ozeltiler ilave edilmekte ve ekstrakt ultra torax, vorteks,
ultrasonik banyo, otomatik ¢alkalayicilar kullanilarak homojen bir sekilde karigim
elde edilmesi gerekmektedir. Ekstraksiyonun devaminda ekstrakta asetonitril,
diklormetan ¢oziiciilerinin ilave edilerek karistirilir. Tlave edilen ¢dziiciiye malasit
yesili ve 16komalasit yesili kalintisinin gegmesi i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yapilir.

Olusan fazlarin ayrimi i¢in ayirma hunisi kullanilabilecegi gibi yiiksek devirli
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santrifiijleride kullanilabilir. Ekstraksiyondan ayrilan faz, kat1 faz ekstraksiyon ile
istenmeyen maddelerden arindirilarak saflagtirilir. Kat1 faz ekstraksiyonda, kartus
icerisinde bulunan sorbentin molekiilleri uygun kosullarda aktiflestirilir. Sorbentin
icerisinden ekstraksiyon sivisi gegerken tespit edilecek bilesik sorbente gegici
olarak baglanir ve diger yabanci bilesiklerin ortamdan uzaklastirilir. Sorbentten
uygun ¢ozgen gegcirilerek istenilen bilesik ekstrakte edilmis olur. Sekil 2.4’de kat1
faza ekstraksiyonun asamalar1 gosterilmistir. Kati faz ekstraksiyonda farkli
sorbent igeren kolonlar kullanilmaktadir (Alumina kolonlar, Propil siilfonik asit
gibi, Kuvvetli katyon degistirici, vb.). Kat1 faz ekstraksiyonda elde edilen ekstrakt
genellikle azot gazi altinda ugurularak istenilen ¢ozgende ¢oziilerek analiz edilir
(Wendy et al, 2005, Halme et al, 2004, Long et al, 2008, Bergwerff et al/, 2003,
Mitrowska et al, 2005, Rushing et al, 1997).

Numune
Solventle KolonunYikanmasi Hedef bilesigin Eliisyonu
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Sekil 2.4: Kat1 Faz Ekstraksiyon (www.biogate.com)

2.9.2 HPLC cihazi ve analiz sistemi

Malasit yesili ve 16komalasit yesilinin tespitinde dncelikle yliksek basingh

stvi kromatografisine (HPLC) dayali yontemler calisilmigtir (Wendy et al, 2005,
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Halme et al, 2004, Long et al, 2008, Bergwerft et al, 2003, Mitrowska et al, 2005,
Rushing et al, 1997).Bu metotlar malasit yesili ve l6komalasit yesilinin, farkl
dedektor tiirleri dogrudan veya kolon sonrast oksidasyon reaktorleri ile birlikte
tespitine yonelik metotlardir Cizelge2.5° de gosterilmistir. HPLC iinitesini

olusturan temel parcalar sekil 2.5’de gosterilmistir.

|
241 Ybar
2 —
.'" -
3 i
L]
i 5.
1 T

Sekil 2.5: HPLC iinitesi Temel Diagrami (1) Coziicii Sisesi (2)Filtreli(frit) transfer hatt1 (3) Pompa
(4) Enjektor (5) Kolon (Termostatli) (6) Dedektor (7) Atik (8) Veri  Degerlendirme (Meyer,
2004 ).
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Cizelge 2.5: Malasit yesili ve Ilokomalasit yesilinin yiiksek basingli likit
kromatografi (HPLC) Tespit Metotlar:
Kromatografik Ayrim .
. Kat1 Faz i . Tespit
Ekstraksiyon ) Kolonu ve Mobil Faz Dedektor Lo Referans
Ekstraksiyon Limiti
(MF)

Hidroksil Amin Nétral Alumina SCD-100 C18 Klon PDA Floresan MY: Rushing et
Hidroklorid (HAH), Kolon, (150 x 4,6 mm, 5 pm) dedektor 10pg/kg al, 1997
Amonyum Bond Elut PRS MF : Asetonitril, Kolon sonrasi
asetat,Asetonitril, p- Kolon Amonyum Asetat Oksidasyon
TSA Reak.
Asetonitril, Asetat Strata SCX Luna Phenil Hexil C Diod Array MY: 0,37 | Mitrowska et
Tampon, Kuvvetli Katyon 18 kolon (150 x 4,6 dedektor (DAD), | pg/kg al, 2005
Diklormetan, p-TSA degistirici SFE mm, 5 pum) MF : Floresan LMY:

kolon Asetonitril, Amonyum dedektor (FLD) 0,32

Asetat ng/kg

Mc Ilvaine ph3 Siilfonik Asit Intersil ODS-2 (100 x Light MY: 0,21 Long et al,
tampon, p-TSA, Bagli SFE kartuj 3.0 mm, 8 pm) MF : Absorbance ng/kg 2009
TMPD( Tetra metil Sodyum asetat, dedektor, Pre LMY:
Fenil Diamin di asetonitril Kolon 0,21
hidroklorid), Oksidasyon reak. | pg/kg
Asetonitril,
Diklormetan
Hidroksil Amin LC Alumina-N Zorbax Eclipse XDB- Diod Array MY:0,17 | Long et al,
Hidroklorid (HAH), SFE C8 (150 x 4,6 mm, 5 Dedektor, Kolon ng/kg 2008
Amonyum Asetat, p- um) MF: Asetonitril, sonrast LMY:
TSA, Asetonitril, pH 2,5 fosfat tampon oksidasyon Reak. | 0,23
Diklormetan, Dietilen ng/kg
glikol
Hidroksil Amin Baker Bond Chromspher 5B Kolon | Diod Array MY: 1,6 Halme et al,
Hidroklorid (HAH), Alumina, Bond (100 x 3.0 mm, 5 pm) dedektor, Kolon ng/kg 2004
Amonyum Elute Propil MF: Amonyum sonrast LMY: 1,2
asetat,Asetonitril, p- Siilfonik Asit SFE | asetat+Trietilamin, Oksidasyon Rek. ng/kg
TSA, Diklor metan Asetonitril
Hidroksil Amin ALN-SPE Alltech Altima C 18 Diod Array MY: 1 Wendy et al,
Hidroklorid (HAH), Alumina kolon, (150 x 4,6 mm, 5 pm) dedektor ng/kg 2005

Amonyum Asetat, p-
TSA, Asetonitril,
Diklormetan

Propil Siilfonik
Asit Kolon Bond
Elut

Asetonitril, Amonyum
Asetat

2.9.2.1 Kromatografik siire¢

Kromatografi, 6rnek karistminin kromatografik yatak (kolon veya diizlem)

icindeki iki faz arasindaki ayrilma siirecidir.

Fazin biri sabit iken digeri bu

kromatografik yatak icersinde ilerler. Sabit faz gerek kati, porlu, kiigiik

partikiillerden olugsmus aktif yiizeyli materyal gerekse de sivi kapli ince bir film

tabakasindan olusabilir. Mobil (hareketli) faz ise sivi veya gaz olabilir ki gaz

kullanilan sistemlere Gaz Kromatografi, sivi kullanilan sistemlere ise Likit

Kromatografi denmektedir. Likit Kromatografik sistemlerde ayirma iglemi

asagidaki basamaklarda belirtildigi gibi gerceklesir (Sekil 2.6).




a-

b-
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ot e Mobil Faz

) Sabit Faz

fa)

Sekil 2.6:. Ayirma igleminin grafiksel ifadesi (Meyer, 2004)

eve A gibi iki bilesik karisimi1 kromatografik sisteme verilir (a).

A bilesigi sabit fazda kalma egiliminde olmasina ragmen e bilesigi daha

cok hareketli faz1 tercih eder (b).

Karigim ilavesi devam ederken yeni bir denge olasmaya baslayacaktir.
Mobil faz igindeki 6rnek molekiilleri dagilma katsayilarina gore sabit
fazdaki acik uglara baglanma egilim gostereceklerdir. Yeni molekiillerin
dagilma katsayilar1 yiiksek oldugu icin sabit faza tutunmus olan
molekiillerin tekrar mobil faz igersine gegmesine sebep olacaktir. Ve bu
siire¢ yeni ve eski molekiiller arasinda islem boyunca devam edecektir
(c).

Islem defalarca tekrarlandiginda iki bilesik sonunda birbirinden ayrilir. e
bilesigi mobil fazi tercih ettigi i¢in hizla kolon igersinden gececektir. A
bilesigi ise sabit faza daha fazla egilim icinde oldugundan kolonu geg

terk edecektir (d).
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2.9.2.1 Pompalar

Bir HPLC pompas: iki farkli 6zelligi birlestirebilmelidir; bir tanesi, 350
hatta 500 bara kadar yiiksek bir basinca dayanikli saglam bir yapida olmasi; digeri
ise, buna ilaveten kullanici tarafindan segilen yiiksek akis dogrulugu ve istenilen
bir akis hiz1 hassasiyetini saglamasidir. Akis hiz1 genellikle 0,1 ml/dk dan 5 hatta
10 ml/dk kadar degismektedir. Akis hiz1 gerektiginde dereceli uygulanarak
istenilen zamanda uygun hiza getirilebilir. Akis stabil ve dalgasiz olmalidir

(Meyer, 2004).

2.9.2.3 Dedektorler

Bir dedektor, aranilan madde kolondan gecerken onu fark edebilecek
yetenekte olmalidir. Bu nedenle, her ne sebeple olursa olsun mobil faz
komposizyonundaki degisimi hemen fark etmeli, bunu bir elektrik sinyaline
dontstiirmeli ve daha sonra temel hat ¢izgisinden farkli bu sapmay1 hesaplamali

ve gosterebilmelidir.

2.9.2.3.1Ultraviole / goriiniir bolge dedektor (Ultraviolet / Visible
detector - UV/VIS)

Absorbans Olgiiliir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda

calismak veya dalga boyunu zamana kars1 programlamak miimkiindiir.

2.9.2.3.2 Fotodiyot array dedektor (Photodiode array dedector-DAD)

UV/VIS dedektorden farki, cok genis bir skalada, her dalga boyundaki
absorbansi es zamanl olarak 6l¢ebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar
almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasii goérebilmek olasidir.
Ayrica istenilen dalga boyu araliginda ¢alisilabilmesi bu dedektoriin sagladigi bir

diger dnemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi déteryum veya tungsten lambadir

(Meyer, 2004).
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2.9.2.3.3 Fluoresans dedektorler(Fluorescence Ligth Dedector-FLD)

Fluoresans yetenegine sahip veya tiirevleriyle fluoresans yapabilen bilesikler
bu dedektorle ¢ok rahat tespit edilebilir. Bu yiiksek secicilik bazen UV
dedektorlere oranla 1000 kat fazla olabilir. Uygun dalga boyundaki 1s1n hiicreden
gecer ve daha yiiksek dalga boylu 1s1ma (emisyon) dogru konuma yerlestirilmis
dedektorce tespit edilir. Isik yogunlugu ve segicilik hassasiyeti daha biiyiik bir
hiicre kullanilarak arttirilabilir. Gelismis sistemlerde ekstinksyon dalga boyu
ayarlanabilmekle ve bodylece spesifitesi artirilmaktadir. Ancak bu durum
hassasiyeti diislirmektedir. Sistemde fluoresans bozunmaya yol acan bilesikler

veya oksijenin bulunmamasina dikkat edilmelidir (Meyer, 2004).

2.9.2.4 Kolonlar

HPLC kolonlarinin ¢ogu i¢inden gecen mobil faza karsi korozyona
dayanikli, HPLC basincina dayanabilen krom-nikel-molibdenim karigimi
paslanmaz celikten yapilmislardir. Kolon igyapist piiriizsiiz, graniilsiiz ve
mikroporsuz bir yapida olmalidir. Genellikle 2-5 mm’lik i¢ capli kolonlar
kullanilmakla birlikte 6zel amaglar icin 10 mm hatta 25 mm’lik kolonlar da
kullanilmaktadir. Kolon boylar1 olarak 5, 10, 15 ve 25 cm’lik olanlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kolon dolgu maddesi porlu bir yapida olup madde
gecisini zorlastirict bir yapiya sahiptir. Kolondan gecen maddeler kolon dolgu
materyalinin 0zelligine bagli olarak tutulma ve alikonmalara maruz kalarak

istenilen ayirma gergeklestirilmis olur.

2.9.2.5 Zat faz kromatografisi

Zit faz kromatografisi hareketli fazin sabit fazdan daha polar oldugu
durumlar agiklamak i¢in kullanilan bir terimdir. 18 karbonlu (C18) bir n-alkan
olan kimyasal bagl oktadesilsilan (ODS) en yaygin olarak kullanilan sabit fazdir.
Bunun yani sira C8 ve kisa alkil zincirleri ve ayn1 zamanda siklohekzil ve fenil
gruplart alternatif olarak kullanilmaktadir. Mobil faz genellikle su karigimlar

veya suda ¢oziilebilir ¢esitli sulu tamponlardan olugmaktadir. Baslica tercih edilen
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¢oziiciiler: methanol, acetonitril, ethanol, propan-1-ol, tetrahidrofuran’ dir (Meyer,

2004).

2.9.3 Kolon sonrasi oksidasyon reaktorleri

Malasit yesili ve lokomalasgit yesilinin birlikte tespit edilmesi i¢cin PbO,
iceren kolon sonrasi oksidasyon {initeleri kullanilan yontemlerden birisidir. Bu
sistem vasitasiyla I0komalasit yesili oksidasyon ile malasit yesiline

doniistiiriilerek tespit edilmesi amaglanmaktadir (Sekil 2.7)

CH, CH
HaG—H HaG=—N

O Rediiksiyon O
CH; H CH
! (enzimler) / #
— N\ |
GH] — \CH3
Q Oksidasyon Q
(PbO%H")
Malasit Yesili (MY) Lokomalasit Yesili (LMY)

Sekil 2.7: Malasit yesili ve 16komalasit yesili arasindaki oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonu
(Long et al, 2008)

Oksidasyonun gergeklesmesi i¢in PbO,, PbO,-selit karisimi, iodin gibi
oksidantlardan hazirlanan ¢ozeltiler bir pompa vasitasiyla kolon ¢ikisina
yonlendirilerek kolondan ayrimi gerceklesen lokomalasit yesilin oksidasyon
sonucu malasit yesiline donlismesi ve dedektore girmesi saglanir (Sekil 2.8).

HPLC Pompa

Enjektor Reaktor
HPLC Kolon HPLC

Eluent Dedektér
0 EE— >

Reaktor

Tiirevlendirme reaktifi

Pompasi

Sekil 2.8: Kolon sonrasi Derivatizasyon HPLC Sisteminin Semas1 (Long ef a/, 2008)
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2.9.4 Kiitle spektrometrisi

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yiikli partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt
ederek analiz etme esasina gore calismaktadir. Molekiiller normalde yiikli
partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri
uyararak yiiklii iyonize molekiiller haline doniistiiriirler. Yiikli molekiiller stabil
degillerdir ve diger molekiillerle veya bir yiizey ile temas ettikleri zaman
fragmentlerine parcalanir ve yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon spesifik
bir molekiiler kiitleye ve yiike sahiptir ve m/z degerlerinin yogunluga (intensite)
kars1 gosterildigi bir spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir. Her bir iyonun
yogunlugu dedektore ulasan miktar1 ile orantilidir ve her bilesigin spektrumu
kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde edilen spektrum
referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanir. Kiitle spektrometrisi son
yillarda o6zellikle kalinti analizlerinde UV-VIS, DAD, FLD gibi dedektorlerin
yerine tercih edilmeye baglanmistir. UV-VIS, DAD, FLD gibi dedektorlerde
analiz edilecek analitle ayn1 dalga boyunda absorbans veren maddeler nedeniyle
hatali sonuglar elde edilebilmektedir. Kiitle spektrometrisi ile yapilan 6l¢timlerde
ise her bir maddenin meydana getirdigi spektrumun kendine has olmasi hatali
sonuclarin Oniine ge¢mektedir. Bununla birlikte artan dedektor hassasiyeti
ozellikle pg/kg diizeyinde tespit limitlerine inilebilmesini saglamigtir. Kullanimi
yasaklanmis maddeler i¢in ng/kg seviyesinde Ol¢lim yapabilen sistemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Kiitle spektrometrisi ile ng/kg seviyesinde analiz yapmak
miimkiindiir. Malasit yesili ve lokomalasit yesilinin likit kromatografi tandem
kiitle spektrometrisinde (LC-MS/MS) tespitine yonelik metotlar ¢izelge 2.6’da

gosterilmistir.
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Malasit yesili ve lokomalasit yesilinin likit kromatografi tandem

Cizelge 2.6

kiitle spektrometrisinde (LC-MS/MS) Tespit Metotlar1

[OY1]3 uamaIq
(1ST's8TETE)6TE }1H PUOH tOIoA ‘ueouLIopq
9007 “Iv 72 Apuop BT AT AW | 1eesy wnkuowry HSV OIS | uoesy ‘ys1-d
38 1 1AW ‘uoAseziuo]|  ‘[mIuolsy (w ¢ lidoxd “uo[oY | qpiasy wnkuowry
feseAwry w9y x og1) g1 | PV IS NIV | <(hyp) puopjorpry
duised NuRJsouny| D BWNY YNV utury [IsyOoIpIy
(91€°6£0)
3y/38n 1€€ AT nse Yo 1°0%
“ w < 3 .
B00C PIoBHA 1 o  ANTHAN | (0T€T€)6T€ AN| “ToUBRIN g (wi | TS XOWESEO
nco\hmmNEo& G ‘ww ‘7 X 0S) uejow Io[I(q
Ka1dg ompjerg|  ND pIoD [1s10dAH “ejose wnAuowy
[111U0)3SEYISe
Jruojms
uejuo{ ‘uelow
S00Z“IP 12 Ol[BA B/BS1°0 (AN Je1SE 445 15y 10[IP YIOPIP
€1€-67€ :AN |wnkuoure ‘[ruojosy| IHUOINS AHEHOY uIweIp [1udy
UOASEZIUOAT [eseAwry] D AN (W ¢ “wal [Bow ena ], ‘vS1-d
duiseq MURISOWNY| 9h X 0§7) ANOWAS ‘uodure) QUIBA[] O\
181osYy WnAuowy
“(nse dyrur
. S 6€T-TTEE JANT | O1°0%)ILIIU0ISY
800¢C 1?2 [TeH AN AINT+HAN «m~m|Nﬁ©Nm AN AN
uoAsezIuoA] (wrl ¢¢¢ ‘wwgy [LITU0)OS Y 1B1ase
Koxdg omjorg] X 1) 81D AnowAg wnAuowy
100PPIA | (AN Z8d M40 woAisyensYY
SUeIJIY prury pdsag, SIN QA ISIRL | 9A NUOOY WILIAY " e ne uoAISy RSN
uoAseziuoky NjeI3ojewory] 4 0e




39

(devami)

Cizelge 2.6
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada gida amagh tiiketilen su iiriinlerinde kullanimi yasaklanmis
olan malasit yesili ve metaboliti olan 16komalasit yesili kalintisinin baliklarda
yiiksek basin¢li sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile
tespitine yonelik, Avrupa Birligi referans laboratuvart olan AFSSA (Fougéres,
Fransa) tarafindan kullanilan konfirmasyon analiz metodu (Sanders et al., 2005)

ile caligilarak laboratuvar sartlarinda validasyonu hedeflenmistir.

3.1 Numunelerin Alinmasi

Avcilik yoluyla veya yetistiricilik yapan isletmelerden malasit yesili ve
lokomalasit yesili igermedigi bilinen gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss),
levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura(Sparus aurata) baliklarindan elde edilen
numuneler analiz i¢in kullanilmistir. Baliklarin  sol operkulumun hemen
arkasindan, dorsal yiizgec ile yanal ¢izgi arasinda kalan dorso-lateral bolgeden
makas ve bicak yardimi ile fletosu alinarak laboratuvar tipi blender (Waring,
ABD) ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen numuneler naylon posetlere
konularak tizerine gerekli bilgiler yazilip etiketlendikten sonra analiz edilene

kadar -20 °C’de derin dondurucuda stoklanmustir.

3.2 Standart ve Kimyasallar

Analiz i¢in kromatografik saflikta kimyasal maddeler kullanilmistir. Malagit
yesili (Riedel De Haen, 46396, Almanya) %97,2 saflikta, 16komalasit yesili
(Sigma Aldrich, 12-566-0, Almanya) %99,6 saflikta, kristal viole (Riedel De
Haen, 46364, Almanya) %89,9 saflikta, lokomalasit yesili D¢ (Dr. Ehrenstorfer
GmbH, C 14629510, Almanya) %98,5 saflikta sertifikali referans standartlar

kullanilmustir.

Kimyasal madde olarak; ultra saf su (ELGA Purelab, Ingiltere) ile elde
edilen yiiksek saflikta su (18.2 MQ ), asetonitril (Sigma Aldrich, 34851,
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Steinheim, Almanya) ve metanol (Sigma Aldrich,34885, Steinheim, Almanya),
amonyum asetat (Merck, 1-01115.1000, Darmstadt, Almanya), hidroksilamin
hidroklorit (Merck, 1-04616.0100, Darmstadt, Almanya), asetik asit(Merck, 1-
00063.1000, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir.

3.3 Cihaz ve Ekipmanlar

3.3.1 Tartim ve ekstraksiyon

Standartlar ve kimyasal maddelerin tartimi i¢in = 0.0001 hassasiyete sahip
terazi (Sartorius, Almanya), numunelerin tarimi i¢in £ 0.001 hassasiyete sahip
terazi (Sartorius, Almanya) kullanilmistir. Ekstraksiyon esnasinda sogutmali
santrifiij (Rotina 35R, Hettich, Almanya), coklu vorteks (Multireax, Heidolph,
Almanya), vorteks (Scientifica, Almanya), pH metre (Mettler Toledo, Ingiltere),
dispenser (isolab, Almanya), 0.45 um rejenere seliildz filtre (Sartorious,

Almanya), 50 ml hacimli PP santrifiij tiipleri (Jet Biofil, Japonya) kullanilmistir.

3.3.2 Likit kromatografi tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)

Enstriimental analiz i¢in LC-MS/MS triple quadropole sistem (Model 6460,
Agilent, ABD), kromatografik kolon olarak Symetry C18 (4.6x150 mm, 5.0um
partikiil biiytikliigii, Waters, ABD) kullanilmistir.

3.4 Standart ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

0,1 M Amonyum Asetat Soliisyonun Hazirlanmasi

7, 708 gr amonyum asetat hassas terazide tartilarak 1000 ml’lik balon jojeye
alinarak iizerine hacim ¢izgisine kadar su ilave edilerek ¢oziiliir. Soliisyonun

izerine asetik asit ilave edilerek pH’ s1 pH metre yardimiyla 4,5’a ayarlanmistir.
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Amonyum Asetat-Asetonitril Karisimi (30:70) Hazirlanmasi

30 ml 0,1 M amonyum asetat) 100 ml’lik bir balon jojeye alinarak iizerine

hacim ¢izgisine kadar asetonitril ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

Hidroksilamin soliisyonu( 5gr/L) Hazirlanmasi

5 gr hidroksilamin hassas terazide tartilarak 1000 ml’lik balon jojeye

alinarak iizerine hacim ¢izgisine kadar su ilave edilerek ¢ozlilmiistiir.

Hidroksilamin-Asetonitril Karisimi (20:80, v/v) Hazirlanmasi

20 ml hidroksilamin soliisyonu (5gr/L) 100 ml’lik bir balon jojeye alinarak

lizerine hacim ¢izgisine kadar asetonitril ilave edilerek ¢oziilmiistir.

Stok Malasit Yesili Standart Soliisyonu (1000 ppm) Hazirlanmasi

14,06 mg malasit yesili standardi saflik oran1 hesaplanip, hassas terazide
tartilarak 10 ml’lik balon jojeye alinarak ilizerine hacim ¢izgisine kadar metanol

ilave edilerek ¢oziilmiistiir. -20 °C’de karanlik ortamda 6 ay siireyle saklanir.

Stok Lokomalasit Yesili Standart Soliisyonu (1000ppm) Hazirlanmasi

10 mg 16komalasit yesili standardi hassas terazide tartilarak 10 ml’lik balon
jojeye alinarak {izerine hacim ¢izgisine kadar metanol ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

-20 °C’de karanlik ortamda 6 ay siireyle saklanir.

Stok Kristal Viole Standart Soliisyonu (1000 ppm) Hazirlanmasi

10 mg kristal viole standardi hassas terazide tartilarak 10 ml’lik balon jojeye
alarak {lizerine hacim c¢izgisine kadar metanol ilave edilerek c¢oziilmiistiir.

-20°C’de karanlik ortamda 6 ay siireyle saklanir.
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Stok Lokomalasit Yesili D Standardi Soliisyonu (1000 ppm)

Hazirlanmasi

10 mg I6komalasit yesili Dy standardi hassas terazide tartilarak 10 ml’lik
balon jojeye alinarak {izerine hacim ¢izgisine kadar metanol ilave edilerek

¢Ozililmiistiir. -20 °C’de karanlik ortamda 6 ay siireyle saklanir.

Ara Stok Malasit Yesili Standart Soliisyonu (20 ppm) Hazirlanmasi

200 pl stok malasit yesili standart sollisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik balon
jojeye almarak iizerine hacim ¢izgisine kadar Amonyum Asetat-Asetonitril

Karisimi ilave edilerek ¢oziiliir. +4°C’de karanlik ortamda 3ay siireyle saklanir.

Ara Stok Lokomalasit Yesili Standart Soliisyonu (20 ppm)

Hazirlanmasi

200 pl stok 16komalasit yesili standart soliisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik
balon jojeye alinarak {izerine hacim c¢izgisine kadar asetonitril ilave edilerek

¢oOziilmiistiir. +4 °C’de karanlik ortamda 3ay siireyle saklanir.

Ara Stok Kristal Viole Standart Soliisyonu (20 ppm) Hazirlanmasi

200 pl stok kristal viole standart soliisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik balon
jojeye alinarak lizerine hacim ¢izgisine kadar Asetonitril ilave edilerek ¢oziiliir.

+4 °C’de karanlik ortamda 3ay siireyle saklanir.

Ara Stok Lokomalasit Yesili D¢ Standart Soliisyonu (20 ppm)

Hazirlanmasi

200 pl stok lokomalasit yesili D¢ standart soliisyonu mikro pipet ile 10
ml’lik balon jojeye alinarak {izerine hacim cizgisine kadar asetonitril ilave

edilerek ¢oziiliir. +4 °C’de karanlik ortamda 3ay stireyle saklanir.
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Malasit Yesili ve Lokomalasit Yesili Calisma Standart Soliisyonu

(2ppm) Hazirlanmasi

Iml ara stok malasit yesili standart soliisyonu ve 1 ml ara stok 16komalasit
yesili standart soliisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik balon jojeye alinarak tlizerine
hacim ¢izgisine kadar hidroksilamin-Asetonitril Karisimi ilave edilerek ¢oziiliir.

Gilnluk hazirlanir.

Kristal Viole ve Lokomalasit Yesili D¢ Calisma Standart Soliisyonu

(2ppm) Hazirlanmasi

Iml ara stok Kristal viole standart soliisyonu ve 1 ml ara stok l6komalasit
yesili Dy standart soliisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik balon jojeye alinarak
lizerine hacim ¢izgisine kadar hidroksilamin-Asetonitril Karigimi ilave edilerek

¢Oziiliir. Giinliik hazirlanir.

Malasit Yesili ve Lokomalasit Yesili Yiikleme Standart Soliisyonu (20

ppb) Hazirlanmasi

100 pl malasit yesili ve 100 ul 16komalasit yesili ¢aligma standart soliisyonu
mikro pipet ile 10 ml’lik balon jojeye alinarak iizerine hacim c¢izgisine kadar

hidroksilamin-asetonitril karisimi ilave edilerek ¢oziiliir. Giinliikk hazirlanir.

Yiikleme Internal Standart Soliisyonu (20 ppb) Hazirlanmasi

100 pl kristal viole ve 100 pl I6komalasit yesili D¢ ¢alisma standart
sollisyonu mikro pipet ile 10 ml’lik balon jojeye alinarak {izerine hacim ¢izgisine

kadar hidroksilamin-asetonitril karisimi ilave edilerek ¢oziiliir. Giinliik hazirlanir.

3.5 Blank ve Numunelerin Ekstraksiyonu

Numuneden 50 ml’lik santrifiij tlpiine 2 + 0.05 g tartildi. Tartilan
numunenin iizerine 200 pl yiikleme internal standart soliisyonu, 2 ml

hidroksilamin soliisyonu ve 800 ul saf su ilave edildi. Numune vorteks yardimi ile
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5 dakika karistirildi. 8ml asetonitril eklenerek tekrar 10 dakika vortekslendi. 4000
rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Siv1 iist fazdan enjektor yardim ile 1,5

ml alinip, 0,45um’lik rejenere seliiloz filtreden gegirilerek viale alindi.

3.6 Standart Yiiklenmis Numunelerin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

Numuneden 50 ml’lik santrifiij tiipiine 2 + 0.05 g tartim yapilir. Tartilan
numunenin tizerine 200 pl yiikleme internal standart soliisyonu, 200ul malasit
yesili ve l6komalasit yesili yiikleme standart soliisyonu ilave edilerek 1 dakika
karistirildt ve 2 ml hidroksilamin soliisyonu ve 600 pl saf su ilave edildi.

Ekstraksiyon islemleri numuneye uygulandigi gibi aynen tekrarland.

3.7 LC-MS/MS’de Analiz

Mobil faz olarak 0.1 M amonyum asetat (pH 4.5) ve asetonitril kullanildi.
Analiz esnasinda kullanilan mobil fazlarin sistemdeki akis hizi ve zamana bagh
degisen karisim ytizdeleri tespit edildi (Cizelge3.1). Kolon firin sicakligr 35 °C,
otomatik drnekleyici bolmesinin sicakligi ise 4°C olarak belirlendi. Enjeksiyon
hacmi 20 pl olarak wuygulandi. Toplam analiz 12 dakikalik periyotta
gerceklestirildi. Iyonizasyon teknigi multiple reaction mod (MRM) ile birlikte
Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI) (+) mod, kapilar voltaj 4000 V, Nebulizer
basinct 45 psi, gaz akis hiz1 11 L/dakika, gaz sicakligi 350 °C olarak uygulandi.
Kristal viole ve l6komalasit yesili D¢ internal standart olarak kullanildi. Malasit
yesili, l6komalasit yesili, kristal viole, 16komalasit yesili D¢ i¢in ana iyon,
parcalanma iyonlar1 ve kiitle spektrometrisi parametreleri tespit edildi. Malagit
yesili, 16komalasit yesili, kristal viole, l6komalasit yesili D i¢in tespit edilen ana
iyon, parcalanma iyonlar1 ve kiitle spektrometrisi parametreleri Cizelge 3.2°de
gosterilmistir. Analiz ¢alismalart Mass Hunter programi ile gerceklestirilmistir.
Her bir Ornege ait malasit yesili ve l6komalasit yesili pg/kg konsantrasyon

degerleri kalibrasyon kurvesinden hesaplanmistir.

Sistem otomatik olarak, numunelerin ekstraksiyonlarindan yapilan 20 pl 'lik

enjeksiyonlar1 kalibrasyon egrisi i¢in daha dnceden belirlenen kalibrasyon ¢alisma
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sollisyonlaria ait kromatogramlarin pik alan degerleri ile karsilastirma yaparak

ppb diizeyinde sonuglar1 verir.

3.8 Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi hazirlanmasi i¢in, blank doku 6rneginden 5 adet 50 ml
santrifiij tiipiine 5 £ 0.05 g tartildi. 0 — 50 — 100 — 200 — 400 ul malasit yesili ve
l6komalasit yesili ylikleme standart soliisyonu ilave edilerek 1 dakika karistirildi
(Blank, 500 ppt, 1ppb, 2ppb, 4ppb). Ekstraksiyon islemleri numuneye uygulandigi
gibi aynen tekrarlandi. Kalibrasyon egrisi, ekstraksiyon islemi sonucunda elde
edilen ekstraktlar LC-MS/MS ile analiz edilerek icerdikleri konsantrasyona bagl
elde edilen pik alanlarmin grafik tizerindeki noktalarinin meydana getirdigi

dogrusal dogrunun olusturulmasi ile bulundu.

Cizelge 3.1: Mobil fazlarin sistemdeki akis hiz1 ve zaman bagh degisen karigim

ylizdeleri
Siire (dakika) ﬁ‘l‘fdﬁ%‘(a) Z"nﬁ;i‘%m asetag | 70 Asetonitril
0 0.8 50 50
3 0.8 0 100
7 0.8 0 100
7.5 0.8 50 50
Cizelge 3.2: Malasit yesili, Iokomalasit yesili, kristal viole, Idkomalasit yesili Dg
i¢in tespit edilen ana iyon, parcalanma iyonlar1 ve kiitle spektrometrisi
parametreleri
Bilesik fkna MS1 %’roduct MS2 D.well Fragrflet Colli?fon
Iyon Rezuliisyon Iyon Rezuliisyon Time Voltaj Enerji
Malasityesii | 90 Wide 313 Wide 100 180 40
' Wide 208 Wide 100 100 20
Lokomalasit Wide 316 Wide 100 100 20
yesili 3312 ™ Wide 239 Wide | 100 | 100 30
Kristal Viole 3722 Wide 356.1 Wide 100 160 40
Lokomalasit 337.2 Wide 322.1 Wide 100 160 35
yesili Dg
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4. SONUCLAR

Validasyon, bir cihazin, ekipmanin, metodun veya Olglim sisteminin
hedeflenen amaca uygunlugunu ortaya koyan performans kriterlerinin objektif
olarak test edilmesi ve yazili kayitlarla istatistiksel olarak kanitlanmasidir. Bir
metodun karakteristik performansini belirleyen kriterler (dogruluk, kesinlik, tayin
ve Ol¢lim limiti, dogrusallik, dogrusal aralik, gergeklik, geri kazanim, spesifiklik,
secicilik, duyarlilik)’dir. Validasyon c¢alismasit 2002 tarihli 657 sayilt Avrupa
Birligi direktiflerine uygun olarak gergeklestirilmistir (Anonim, 2002). Malasit
yesili ve l6komalagit yesili kullanimi yasaklanmis maddeler arasinda yer almasi
nedeniyle maksimum kalint1 limitleri bulunmamaktadir. Avrupa Birligi malasit
yesili ve l6komalasit yesili kalintisinin tespitinde kullanilan test metotlar1 i¢in
minimum gerekli performans limiti (MRPL) 2 pg/kg olarak belirlenmistir
(Anonim, 2004).

4.1 Segcicilik ve Spesifiklik

LC-MS/MS tekniginin yiiksek hassasiyette segicilik ve spesifiklik 6zelligi
ng/kg ve ng/kg kalint1 diizeylerinin ¢alisilmasinda biiyiik avantaj saglamaktadir.
Secicilik ve spesifiklik parametreleri malasit yesili ve 16komalasit yesili
icermeyen avcilik yoluyla elde edilen 20 farkli balik numunesi ve malasit yesili,
lokomalasit yesili standart ve internal standart ile yiliklenen numunelerin LC-
MS/MS ile analizinden elde edilen kromatogramlar incelendi, kristal violenin
malagit yesiline yapisal olarak benzer 6zellikler gdstermesi ve referans alinan
analiz metodunda da malasit yesili i¢in kristal violenin internal standart olarak
kullanilmis olmasi nedeniyle, malasit yesili i¢in kristal violenin internal standart
olarak kullanilabilecegi goriildii. Malasit yesili, 16komalasit yesili ve internal
standartlarin ¢ikis siirelerinde ve yiikleme yapilmayan bos numunelerde analizi

engelleyecek girisim yapan pikler tespit edilmedi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Blank numunenin analizi sonucunda elde edilen kromatogram.

4.2 Dogrusal Arahk

Metodun kosullarinda belirlenecek olan kesinlik, dogruluk ve dogrusallik
kriterlerinin test edildigi, malasit yesili ve l16komalasit yesili i¢cin bes kalibrasyon
noktasi (0, 0.5, 1, 2, 4 ppb) konsantrasyonunda yapilan numune yiiklemeleri ile bu
numunelerin analizi sonucunda elde edildi. Malasit yesili ve l6komalasit yesili
icin hazirlanan kalibrasyon egrilerinin regresyon katsayilari (R*) 0.990’dan

biyiiktiir (Sekil 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.2: Malasit yesiline ait kalibrasyon egrisi

Target Compound MG

LMG - 4 Liswmls, d Lt Ui 4 Points, 4 Painks Usad, § 008
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E
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Sekil 4.3: Lokomalasit yesiline ait kalibrasyon egrisi

4.3 Dogruluk

Laboratuvar i¢i validasyonda malasit yesili ve l6komalagit yesili icin geri
kazanim g¢alismasi iki kisi tarafindan farkli giinlerde {i¢ farkli konsantrasyonda (1

ngkg, 1.5ng/kg, 2 pg/kg) konsantrasyonunda yapilan 6 tekrarli yiliklemelerin
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analizi sonucunda elde edildi (Cizelge 4.1). Malasit yesili ve 16komalasit yesili
icin 2 pg/kg konsantrasyonunda yiliklenmis numunenin analizinden elde edilen

ornek kromatogram i¢in sekil 4.4 de gosterildi.

Cizelge 4.1: Malasit yesili ve l1okomalasit yesili i¢in geri kazanim degerleri

Malasit Yesili Geri | Lokomalasit Yesili Geri
Konsantrasyon (ng/kg) Kazafnm (%) ’ kazanim (SA))
1 99.4 100.4
2 100 108.4
3 104.3 108.4
4.4 Kesinlik

Belirli analiz kosullar1 altinda tutulan ayni ya da benzer objelerin tekerriir
Ol¢tim degerlerinin birbirine yakinliginin ifadesidir. Homojen bir test 6rneginin,
metotta tanimlanan durumlar altinda tekrarlanan testlerinden elde edilen Olgiim
sonuclar1 arasindaki dagilimin derecesini ifade eder. Bir metodun kesinligi;

tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik degerleri ile ifade edilir.

4.4.1 Tekrarlanabilirlik

Bu tez kapsaminda giin i¢i tekrarlanabilirli§in hesaplanmasi i¢in ayni giin
icerisinde ayni kisi tarafindan ii¢ farkli konsantrasyonda (1,2,3 pg/kg) malasit
yesili ve 10komalasit yesili yiiklenmis numuneler 6’sar tekrarli ¢alisildi ve relatif
standart sapmalar1 (RSD) hesapland1 (Cizelge 4.2). Elde edilen degerler kabul
sinirlart igerisinde bulunmustur. Giinler arasi tekrarlanabilirligin hesaplanmast
icin ayn kisi tarafindan ayr iki giinde {i¢ farkli konsantrasyonda (1,2,3 pg/kg)
malasit yesili ve I0komalasit yesili yliklenmis numuneler 6’sar tekrarl ¢alisildi ve
relatif standart sapmalar1 hesaplandi (Cizelge 4.3). Elde edilen degerler 2002/657

say1l1 Avrupa Birligi kararlarina gore kabul sinirlari i¢erisinde bulundu.
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Sekil 4.4: 2 pg/kg konsantrasyonunda yiiklenmis numunenin kromatogrami

Cizelge 4.2: Malasit yesili ve lokomalagit yesili i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik

degerleri
1 ng/kg Yikleme 2 pg/kg Yikleme 3 ng/kg Yikleme
Malasit | Lokomalasit Malasit Lokomalagit | Malasit Lokomalagit
Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili
Ortalama | 1.015 0.861 1.979 2.224 3.120 3.382
(ng/kg)
Standart | 0.087 0.035 0.144 0.247 0.214 0.541
Sapma
RSD (%) | 8.592 4.045 7.252 11.89 6.292 16.004
Cizelge 4.3: Malasit yesili ve lokomalasit yesili icin giinler arasi
tekrarlanabilirlik degerleri
1 pg/kg Yiikleme 2 pg/kg Yiikleme 3 ng/kg Yiikleme
Malasit Lokomalasit | Malasit Lokomalasit | Malasit Lokomalasit
Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili
Ortalama | ; ) 5g 4.746 5.976 13.585 7.938 12.290
RSD (%) . . . . . .
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4.4.2 Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar tiretilebilirligin tespiti i¢in iki farkl kisi tarafindan iki farkl giinde
tic farkli konsantrasyonda yiikleme yapilmis (1, 2, 3 pg/kg) malasit yesili ve
lokomalasit yesili yiiklenmis numuneler 6’sar tekrarli calisildi ve relatif standart
sapmalar1 hesapland1 (Cizelge 4.4). Elde edilen degerler 2002/657 sayilt Avrupa

Birligi kararlarina gore kabul sinirlar1 igerisinde bulundu.

Cizelge 4.4: Malasit yesili ve 10komalasit yesili i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik

degerleri
1 pg/kg Yiikleme 2 ng/kg Yiikleme 3 ng/kg Yiikleme
Malasit | Lokomalasit | Malasit | Lokomalasit | Malasit | Lokomalasit
Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili Yesili
Ortalama | ¢ 149 7.684 7.151 11.800 7.172 11.253

RSD (%)

4.5 Tayin Limiti (LOD-Limit of Detection)

Bir 6rnekte herhangi bir analiz edilecek maddenin, temel seviye iizerinde,
belirlenebildigi en diisiik konsantrasyondur. Bir 6l¢lim sistemi ile 6l¢iilebilen (kor
ornekten istatistiksel olarak farklilik gosteren) fakat kesin olarak miktari
belirlenemeyen en diisiik konsantrasyonu ifade eder. Malasit yesili ve 16komalasit
yesili i¢in tayin limiti 20 adet 2 pg/kg konsantrasyonunda yiikleme yapilmis
numuneler analiz edildi ve 6l¢iim sonuglarinin standart sapmalarinin 3 kati alindi.
Malasit yesili icin tespit limiti 0.21 pg/kg, 16komalasit yesili i¢in 0,10 pg/kg

olarak hesaplanmustir.

4.6 Ol¢iim Limiti (LOQ- Limit of Quantification)

Olgiim limiti kabul edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikte 6lciilebilen en
diisiikk konsantrasyonu ifade etmektedir. Malasit yesili ve 16komalasit yesili i¢in
Ol¢tim limiti 20 adet 2 pg/kg konsantrasyonunda yilikleme yapilmis numuneler

analiz edildi ve 6l¢iim sonuglariin standart sapmalarinin 6 kat1 alindi. Malasit
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yesili i¢in Olglim limiti 0.43 pg/kg, 16komalasit yesili i¢in 0,21 pg/kg olarak
hesaplandi.

4.7 Tespit Kapasitesi (CCp)

Tespit kapasitesi (CCp) f=%5 hata orantyla bir numunede bulunan analitin
tespit edilebilecek, tanimlanabilecek ve miktarinin Olgiilebilecegi en diisiik
konsantrasyonu belirten degerdir. CCg degeri farkl giinlerde (n=7) bos numuneler
farkli 4 konsantrasyonda (1, 2, 4, 8 pg/kg) yapilan yiiklemeler sonucunda
konsantrasyonlara karsilik gelen degerlerin ortalamalari, kalibrasyon kurvesinin
egim ve kesme noktalar1 kullanilarak hesaplandi. CCg malasit yesili i¢in 0.122

ng/kg, lokomalasit yesili icin 0.182 pg/kg olarak hesaplandi.

4.8 Stabilite

0.5, 1,2, 4 ng/kg konsantrasyonunda malasit yesili ve 16komalasit yesili ile
yliklenmis numuneler, -20°C’de karanlik ortamda saklanmis farkli siirelerde

analiz edilmis ve analitlerin ugradig1 kayiplar Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Malasit yesili ve 16ko malasit yesilinin numunede stabilitesi

Cizelge 4.5
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5. TARTISMA

Bu caligmada balik etinde malasit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin
LC-MS/MS ile tespiti icin yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda malasit yesili
ve lokomalasit yesili icin tespit limiti sirastyla 0,21 pg/kg, 0,10 pg/kg ve 6lgiim
limiti sirastyla 0,43 pg/kg, 0,21 pg/kg olarak bulunmustur. Geri kazanim degerleri
2 pg/kg konsantrasyonunda yapilan yiiklemeler i¢in malasit yesilinde %100,
l6komalasit yesilinde %108’dir. Geri kazanim degerlerinin yiliksek bulunmasi
internal standart kullanima bagli olarak ekstraksiyon siirecindeki kayiplarin
internal standartlarda meydana gelen kayiplarla orantili olarak diizeltilmesi
sonucunda elde edilmistir. Hall er al. (2008) Su iirlinlerinde malasit yesili ve
lokomalasit yesili kalintisinin LC-MS/MS ile tespitine yonelik yaptig1 calismada
malagit yesili ve 16komalasit yesili i¢in tespit limitini 1 pg/kg olarak bulmustur.
Wendy et al. (2006) tarafindan yapilan bir caligmada ise malasit yesili ve
l6komalasit yesili i¢in tespit limit 1 pg/kg olarak tespit etmistir. Arroyo et al.
(2008) ise malasit yesili i¢in 0,51 pg/kg ve lokomalasit yesili i¢cin 0,50 pg/kg
tespit limiti elde etmistir. Lee et al. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada malagit
yesili i¢in 0,13 pg/kg ve lokomalasit yesili icin 0,06 pg/kg tespit limiti elde

etmistir.

Malasit yesili ve lokomalasit yesilinin su iiriinlerinde tespitinde numune
genellikle asidik bir tampon ¢o6zeltisi veya tampon-organik ¢oziicii birlesimi ile
kati-s1v1 ekstraksiyonu ile kati faz ekstraksiyonu yapilarak gerceklestirilmektedir.
Rushing et al (1997) yaptigi calismada ekstraksiyonda amonyum asetat,
asetonitril kullanmistir. Geri kazanim oranlarni artirmak amaciyla ekstraksiyon
asamalarint iki kez tekrar etmesine ragmen malasit yesili icin 10 pg/kg tespit
limitine ulasabilmistir. Malasit yesilinin kas dokuya kuvvetli baglarla baglanmasi
sebebiyle, ekstraksiyon ¢oziiciiniin asidifikasyonu ekstraksiyon igin gereklidir.
Long et al. (2008) yaptig1 ¢alismada ekstraksiyonda Mc Ilvaine tampon tampon,
p-TSA ve TMPD kullanarak malasit yesili ve 16komalasit yesili i¢in 0.21 pg/kg
tespit limiti elde etmistir. Bergwerff et a/.(2003) malasit yesili kalintisinin
tespitinde ekstraksiyonda ultratoraks veya parcgalayici kullanilmasi sonucunda
ultrasonik banyo ile yapilan ekstraksiyondan elde edilen geri kazanim daha

yiksek geri kazanim elde ettigini bildirmistir. Numunelerin saflagtirma ve
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temizleme asamalar1 sirasinda, sivi-sivi ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon prosediiriine aliimina ilavesi ile malasit yesili ve
lokomalasit yesili tespitinde geri kazanim ve hassasiyet artmaktadir (Long et al.,
2008). Numunenin analize hazirlanmasi sirasinda malasit yesilinin 16komalasit
yesiline doniismesi devam etmektedir. Bu duruma muhtemelen balik dokusundaki
enzimatik aktivite neden olmaktadir. Bu sorun numuneye hidroksilamin
hidroklorit ilave edilerek giderilmektedir (Halme et al. 2004). HPLC ile yapilacak
analizlerin ekstraksiyon metotlar1 genellikle yiiksek miktarlardaki numunelerin
cesitli ekstraksiyon teknikleri ile minumum hacimde toplanarak konsantre
edilmesini amaglamaktadir. Bu nedenle yiiksek hacimlerde ¢6ziicli ve ¢ozelti
kullanilmaktadir bu ise yiiksek analiz maliyetlerine neden olmaktadir. Bu yiiksek
lisans tez calismasinda ekstraksiyon esnasinda kullanilan ¢oziici ve kimyasal
miktari, diger ekstraksiyon prosediirleri ile kiyaslandiginda daha az oldugu ve
¢Oziicii tasarrufu saglandigi goriilmiistiir. Boylece ortaya ¢ikan organik ¢oziicii ve

kimyasal atiklar azaltilarak ¢evreye verilen zarar minimize edilmis olmaktadir.

Malasit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin tespiti i¢in numune
hazirlama asamalarinda tercih edilen kati faz ekstraksiyon kolonlar1 gesitlilik
gostermektedir. Kuvvetli katyon degistirici, C18, aliimina gibi analit ile sorbent
arasinda iyon degistirebilen ve hidrofobik kati faz ekstraksiyon kolonlari
kullanilmaktadir. Polarite ve iki bilesigin kolonlardan ¢ikis siirelerinin
farkliligindan otiirti kat1 faz ekstraksiyon kolonlariyla yapilan ekstraksiyonlardan
elde edilen geri kazanim degerleri diisiik kalmaktadir (Long ef a/.,2008). Bununla
birlikte kat1 faz ekstraksiyonlarinin maliyetleri gozoniline alindiginda analizin
ekonomikligi ortadan kalkmaktadir. HPLC ile yapilacak analizlerde tespit
edilecek bilesigin saflastirilmasi ve konsantre edilmesi dnem tagidigindan kat1 faz
ekstraksiyon kolonlarinin ekstraksiyon asamasinda kullanimi gerekmektedir. Bu
yiiksek lisans tez calismasinda LC-MS/MS cihazinin tespit limitinin HPLC
sistemlere gore daha diisiik olmasi ve giiriiltii pikleri olarak isimlendirilen ve
analitin tespitinini engelleyecek unsurlarin azaltilmasi ile kati faz ekstraksiyon
kolonlarimin malasit yesili ve Idkomalasit yesili kalintilarmin tespitinde
kullanimina gerek duyulmamustir. Kat1 faz ekstraksiyon kolonlarina ihtiyag

duyulmamasi analiz maliyetini diisiirerek ekonomik katki saglamaktadir.
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Malasit yesili ve 16komalasit yesilinin HPLC ile tespitinde genellikle UV ve
diyod array dedektorler (DAD) kullanilmaktadir (Wendy et a/, 2005, Halme ef al,
2004, Long et al, 2008, Bergwerff et al, 2003). Lokomalasit yesilinin bu
dedektorlerde tespit edilebilmesi icin oksidasyon reaktifi ile malasit yesiline
doniistiiriilmesi gerekmektedir. Mitrowska et al.(2005) yaptiklar1 bir ¢alismada
l6komalasit yesilinin okside edilmeden tespit edilebilmesi icin DAD dedektor ve
flouresans dedektorii (FLD) birlikte kullanmistir. Malasit yesili ve 16komalasit
yesilinin tespitinde ilk olarak kullanilan metotlar HPLC ve kolon sonrasi {initesi
ile 10komalasit yesilinin oksidasyonu ve UV dedektor ile oOlgiimiine
dayanmaktadir. Kolon sonrasi oksidasyon iinitelerinin boyutlar1 10x2 mm den
32x4 mm’ye kadar degismekle birlikte oksidasyon icin sadece PbO, kullanildig:
gibi PbO; ile selit karisim1 da kullanilmaktadir (Rushing et al.,1997).

Kolon sonrasi oksidasyon iinitelerinde oksidasyon reaktifi olarak PbO, ve
selit kullanim1 bazi sorunlara neden olmaktadir. Malasit yesili ve 16komalasit
yesiline ait diger oksidasyon bilesikleri ortaya ¢ikmakta ve kromatogram tizerinde
istenmeyen pikler olusmaktadir. PbO, ile doldurulmus kolonun kullanim 6mrii
uzun olmayip, rutin analizler i¢in kullanigsizdir. Dedektor hiicreleri kolaylikla
PbO; kalintilar1 nedeniyle kirlenmekte ve dedektor hassasiyetini kaybetmektedir.
Ayrica kursunun laboratuvar i¢inde kontaminasyona yol agarak ozellikle ayni
ortamda c¢alisilan agir metal analizlerinde sorun olusturmaktadir (Mitrowska et
al.,2005). Oksidasyon amaci ile PbO, yerine iyodin alternatif oksidant olarak
kullanilabilmektedir. Long ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada
oksidasyon amaci ile 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokuinon (DDQ) alternatif
bir oksidant olarak kullanilmistir. Bergwerff er al.(2003) tarafindan yapilan
caligmada malagit yesili kalintisinin tespitinde demetilasyon sonucu malasit
yesilinin l6komalasit yesiline doniismesi sonucunda malasit yesili ve 16komalasit
yesili piklerinin goriildiigii alanda piklerin tespit edilmesine engel olan giiriiltii
pikleri goriilmiistiir. Demetilasyona engel olmak amaciyla ekstraksiyon siirecinde
numuneye TMPD(N,N,N’,N -tetrametil-fenilendiamin dihidroklorit) ve askorbik
asit ilave edilmis ve giiriiltii piklerinin azalmasi saglanmistir. Bununla birlikte
Scherpenisse et al. (2005) malasit yesili ve 16komalasit yesilinin tespitinde kiitle
spektrometrisi ile yaptiklari ¢alismada Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI)

iyonizasyon teknigi ile igerisinde PbO, bulunan kolon sonrasi oksidasyon
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reaktoriinii bir arada kullanmis ve ¢ok tekrarli ¢alismalarda herhangi bir sorunla

karsilasmadiklarini bildirmislerdir.

Malasit yesili ve lokomalasit yesilin HPLC ile tespitinde kromatografik
ayrim i¢in farkli kolonlar kullanilmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki organik
coziiciilerle birlikte kullanilan zit faz kolonlar, malasit yesili ve 16komalasit yesili
kromatografik ayrimi ve tespitini kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte yiiksek
konsantrasyondaki organik c¢oziiciilerin oksidasyonu engelleyici bir etkisi
bulunmaktadir. Malasit yesilinin pK, degeri 6.9 olup kendisi ve tuzlar1 pH 4’de
tamamen iyonize olmaktadir. Diislik pH degerine sahip mobil fazlar malasit yesili
ve lokomalasit yesilinin mobil faz icersinde ¢Oziniirliigli acisindan daha
elveriglidir. Amonyum asetat tampon soliisyonu malasit yesili ve lokomalasit
yesilinin tespitinde en fazla kullanilan mobil fazlardan birisidir (Long et al.,
2008). Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda mobil faz amonyum asetat tampon

tampon ve asetonitril kullanilmistir.

Malasit yesili ve 1okomalasit yesili kalintistnin tespitinde HPLC
sistemlerinin kullanilmasi kolon sonrasi oksidasyon zorunlu kilmaktadir. Bunun
yani sira HPLC sistemlerinin malasit yesili ve lokomalasit yesilinin tespitinde
yasal diizenlemelere gore minimum gerekli performans limit olan 2 pg/kg tespit
limitinde 6l¢iim yapmak zorunda olmasi 6zellikle ekstraksiyon asamalarinin
zaman alic1 ve karmasik hale getirmektedir. Bu nedenlerle hayvansal ve bitkisel
gidalarda ila¢ kalintilarinin tespitinde likit kromatografik tandem kiitle
spektromesi (LC-MS/MS) ile yapilan analizler yayginlagsmaktadir. LC-MS/MS
sistemleri Ozellikle malasit ve lokomalasit yesili gibi gidalarda bulunmasina
miisaade edilmeyen maddelerin tespitinde HPLC sistemlerine kiyasla avantaj
saglamaktadirlar. LC-MS/MS sistemleri ile ng/kg tespit diizeyinde analizler
gergeklestirilebilmektedir. HPLC sistemlerinde ise ng/kg diizeyinde tespit
limitlerinde analiz yapilmasi son derece zor olup ekstraksiyon asamasinda
numunenin konsantre edilmesi ile bir dereceye kadar miimkiin olabilmektedir.
Konsantrasyon iglemi ile ekstraksiyon esnasinda matriksden gelen ve
uzaklastirllamayan maddeler analiz esnasinda oOzellikle dedektér ve HPLC
sistemin kapiller hattt iizerinde kirlilige neden olmaktadir. LC-MS/MS
sistemlerinde ise numunenin konsantre edilmesine gerek duyulmamaktadir. Bu

yiiksek lisans tez calismasinda LC-MS/MS kullanilmasi sonucunda numune
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ekstraksiyon esnasinda konsantre edilmeyip dedektor hassasiyeti géz Oniine
alinarak numunenin seyreltilerek sistemde analizi gerceklestirilmistir. Glinlimiizde
Malasit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin likit kromatografi/kiitle
spektromesi ile tespitinde Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI) en fazla kullanilan
iyonizasyon tekniklerinden birisidir (Hall ez al., 2008, Ding et al., 2008, Arroyo et
al, 2008, Lee et al, 2006, ). Malasit yesili iyonik karakterinden otiirii kiitle
spektrometrisinde tespit edilmesi oldukg¢a kolaydir. Lokomalasit yesiline kiyasla
malasit yesilinin daha kolay iyonize olmasi, malasit yesilinin tespitinde Elektro
Sprey Iyonizasyon (ESI) tekniginin kullanilmasina imkan saglar. Bununla birlikte
malagit yesili ve lokomalagit yesilinin Likit kromatografi Tandem Kiitle
Spektrometrisi ile tespitinde Atmosferik Basing Foto Iyonizasyon (APPI) teknigi
de kullanilmaktadir (Valle et al,2005, Wendy et al., 2006, Scherpenisse et
al.,2005). Scherpenisse et al.(2005) yaptiklart calismada Atmosferik Basing Foto
Iyonizasyon (APPI) tekniginin 16komalasit yesilinin tespit edilmesinde Elektro
Sprey Iyonizasyon (ESI) teknigine gore daha uygun oldugu tespit etmislerdir.
Scherpenisse et al. (2005) yaptiklar1 caligmada malasit yesili kalintisinin
tespitinde APPI iyonizasyon tekniginin ESI iyonizasyon teknigine gore iki kat
daha hassas oldugunu tespit etmislerdir. Malagit yesili ve lokomalasit yesili
kalintilarin  tespitinde  izotop  diliisyon kiitle spektrometrisi  (IDMS)
kullanilmasinda tespit edilecek bilesigin ve internal standardin ekstraksiyon
esnasinda kaybini 6nlemek i¢in bir¢ok basamaktan olusan ekstraksiyon teknikleri
kullanilmak durumundadir. Bu amagla malasit yesili kalintisinin tespitinde
soksalet ekstraksiyon, hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu gibi teknikler

kullanilmistir (Hall ez al.,2008)

Hall et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada malasit yesili ve I6komalasit yesilinin
IDMS ile tespitinde kromatografik ayriminda yiiksek akis hizi ve yavas artan
kolon sicaklig1 gibi degisiklikler yaparak diizgiin ve keskin pikler elde edilmistir.
2 pg/kg konsantrasyonunda hazirlanan yiikli numunelerde malasit yesili ve
lokomalagit yesili i¢in sinyal/giiriiltii oran1 800’den biiyik, 7 pgkg
konsantrasyonunda hazirlanan yiiklii numuneler i¢in ise 2000°den biiyiik tespit
edilmistir. Internal standart tespit etmek istedigimiz analit ile benzer fiziksel ve
kimyasal 0Ozelliklere sahip olan referans maddelerdir. Giiniimiizde kiitle

spektrometrisi ile yapilan analizlerde internal standart kullanimi analizin
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validasyonu siirecinde geri kazanim, tekrarlanabilirlik gibi pek cok validasyonu
kriterinin kabul edilebilir limitler arasinda kalmasin1 saglamaktadir. Bu yiiksek
lisans tez ¢aligmasinda da malasit yesili i¢in internal standart olarak kullandigimiz
kristal viole analiz siirecinde malasit yesiline benzer bir yap1 gostermektedir.
Lokomalasit yesili Dg ise kiitlesi disinda tamamiyle I6komalasit yesiliyle ayni
ozellikleri tagimaktadir. Bu nedenle analiz esnasinda I0komalasit yesilinin
miktarindaki degisimlerin aynisina Lokomalasit yesili D¢ ugramaktadir. Bu
calismada internal standart olarak kristal viole ve doteryum ile isaretlenmis
lokomalasit yesili D¢ kullanilmistir. 2 pg/kg konsantrasyonunda hazirlanan yiiklii
numunelerde malasit yesili i¢in sinyal/gliriiltii oran1 900°den biiylik ve 16komalasit
yesili i¢in 1500°den biiyiik oldugu tespit edilmistir. Sanders et al., (2005)
yaptiklar1 ¢aligmada internal standart olarak kKristal viole ve 16komalasit yesili

D¢ kullanmuslardir.

Validasyon caligmas1 2002 tarihli 657 sayili Avrupa Birligi direktiflerine
uygun olarak gerceklestirilmistir. Avrupa Birligi’nin 2004 tarih ve 25 sayili
komisyon karar1 uyarinca malasit yesili ve lokomalasit yesili kalintisinin
tespitinde kullanilan test metotlar1 icin minimum gerekli performans limiti
(MRPL) 2 pg/kg olarak belirlenmistir. Ancak bu durum ABD, Avrupa Birligi ve
aday iilkelerde gecerli olup diger iilkelerde farkli uygulamalar goriilebilmektedir.
Ornegin; Japonya Gida Giivenligi Komisyonu malasit yesili ve 16komalasit yesili
kalintisinin  tespitinde kullanilacak analiz metotlar1 i¢in gerekli minimum
performans limitini 5 pg/kg olarak belirlemistir. Bu durumda Japonya’ da yapilan
analizde malasit yesili ve lokomalasit yesili yOniinden negative bulunan bir
numune Avrupa Birligi ve aday lilke laboratuvarlar1 tarafindan malasit yesili ve
lokomalagit yesili kalintis1 yoniinden pozitif bulunabilir. Bu durum iilkeler
arasindaki ihracatt ve laboratuvarlar arasindaki uyumu olumsuz ydnde

etkilemektedir.

LC-MS/MS cihaz1 ile Avrupa Birligi referans laboratuvart AFSSA
tarafindan kullanilan analiz metoduna uygun yapilan bu yiiksek lisans tez
calismasindan elde edilen tespit limitleri Avrupa Birligi limitlerine uygun oldugu
ve bu yontemin iilkemiz sartlarinda balik etlerinde malasit yesili ve 16komalasit
yesili kalintisinin tespitinde konfirmasyon yontemi olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir. FAPAS tarafindan diizenlenen balik etinde malasit yesili ve



61

l6komalasit yesili kalintisinin miktarsal tespitine yonelik yeterlilik testine girilmis

ve basarili sonu¢ alinmistir.

Bu arastirma sonuglarina gére malasit yesili ve 16komalasit yesili analizinde
ornek hazirlamasindan sonuglarin hesaplanmasina kadar gecen siire 45 dakika
olarak belirlenmis olup bu siirenin tarama testlerinde kullanilan ELISA
yonteminden daha kisa oldugu tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda uygulanan ve
validasyonu gerceklestirilen metod ile tarama testlerine gerek duyulmadan

sahadan gelecek orneklerin analiz edilebilecegi belirlenmistir.



62

KAYNAKLAR DiZiNi

Alderman J.D., 1985, Malachite green: a review, Journal of Fish Diseases,

8,189-298

Anonim, 1990, Council Regulation (EEC) No 2377/90, Community procedure for
the establishment of maximum residue limits of veterinary medicinal

products infoodstuffs of animal origin.

Anonim, 2002, Commission Decision of 12 August 2002 implementing Council
Directive 96/23/EC concerning the performance of analytical methods and

the interpretation of results, Off. J. Eur. Comm. 2002, L221, 8-36.

Anonim, 2004, Commission Decision 2004/25/EC as regards the settingof
minimum required performance limits (MRPLs) for certain residues in food

of animal origin, (2004) Off. J. Euro. Union, L6,38-39.

Anonim, 2005, Food Safety Commission of Japan, Veterinary Drugs Evaluation
Report:Health Risk Assessment of Malachite Green and Leucomalachite

Green.

Anon, 2006, 2006 tarih 05 sayili Su Uriinleri, Kanatli Hayvan ve Etleri, Bal ve
Cig Siitte Kalint1 izleme Genelgesi

Anon, 2007a, Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner Ilaclari
Maksimum Kalintt Limitleri Tebliginde Degisilik Yapilmasi Hakkinda
Tebligi (TEBLIGNO: 2007/17)

Anon, 2007b, Tarim ve Kéyisleri Bakanligi Ruhsatsiz ilag Kullanimi1 ve Yasak
Maddeler Tebligi, 2007-18 sayili

Arroyo D., M. Cruz Ortiz, Luis A. Sarabia, Francisco Palacios, 2008,
Advantages of PARAFAC calibration in the determination of malachite
green and its metabolite in fish by liquid chromatography—tandem mass

spectrometry Journal of Chromatography A, 1187 1-10

Bergwerff Aldert A., Peter Scherpenisse, 2003, Determination of residues of
malachite green in aquatic animals, Journal of Chromatography B, 788,

351-359



63

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Clemmensen, S., Jensen, J.C., Jensen, N.J., Meyer, O., Olsen, P. &Wiirtzen,
G., 1984, Toxicological studies on malachite green: A triphenylmethane dye.
Arch. Toxicol., 56,43-45.

Culp, S.J., Blankenship, L.R., Kusewitt, D.F., Doerge, D.R., Mulligan, L.T. &
Beland, F.A. 1999, Toxicity and metabolism of malachite green and
leucomalachite green during shortterm feeding to Fischer 344 rats and

B6C3F1 mice. Chem. Biol. Interact., 122, 153-170.

Culp, S.J., Beland, F.A., Heflich, R.H., Benson, R.H., Blankenship, L.R.,
Webb, P.J., Mellick, P.W., Trotter, R.W., Shelton, S.D., Greenlees, K.J.
& Manjanatha, M.G., 2002, Mutagenicity and carcinogenicity in relation
to DNA adduct formation in rats fed leucomalachite green. Mutat. Res.,

506-507, 55-63.

Culp, S.J., Mellick, P.W., Trotter, R.'W., Greenlees, K.J., Kodell, R.L.
&Beland, F.A., 2006, Carcinogenicity of malachite green chloride and
leucomalachite green in B6C3F1 mice and F344 rats. Food Chem. Toxicol.,
44, 1204-1212.

Ding T., Jingzhong Xu, Bin Wu, Huilan Chen, Chongyu Shen, Fei Liu, Kefei
Wang, 2008, LC-MS-MS Determination of Malachite Green and
Leucomalachite Green in Fish Products. Current Trends In Mass

Spectrometry, 23,232-235.

Fessard V., Godard T., Huet S., Maurot A., Paul J. M., 1998, Mutagenecity of
malachite and leucomalachite gren invitro tests. Journal of Applied

Toxicology, 19, 421-430.

Hall Z., Chris Hopley, Gavin O’Connor, 2008, High accuracy determination of
malachite green and leucomalachite green in salmon tissue by exact
matching isotope dilution mass spectrometry Journal of Chromatography B,

874,95-100.



64

KAYNAKLAR DIZIiNi (devam)

Halme K., E. Lindfors and K. Peltonen, 2004, Determination of malachite
green residues in rainbow trout muscle with liquid Chromatography and

liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry. Food

Additives and Contaminants, Vol. 21, No.7 641 648

Henderson, A.L., Schmitt, T.C., Heinze, T.M. & Cerniglia, C.E., 1997,
Reduction of malachite green to leucomalachite green by intestinal bacteria.

Appl. Environ. Microbiol., 63,4099—4101.

Lee Kim C., Jian-Lin Wu, Zongwei Cai, 2006, Determination of malachite
green and leucomalachite green in edible goldfish muscle by liquid
chromatography—ion rap mass spectrometry Journal of Chromatography B,

843, 247-251.

Long C., Zhibin Mai, Yingfen Yang, Binghui Zhu, Xiumin Xu,Lin Lu,
Xiaoyong Zou, 2008, New oxidant used for the post-column
derivatizationdetermination of Malachite Green and Leucomalachite Green
residues in cultured aquatic products by high-performance liquid

Chromatography.Journal of Chromatography A, 1203, 21-26

Manjanatha, M.G., Shelton, S.D., Bishop, M., Shaddock, J.G., Dorbrovolsky,
V.N., Heflich, R.H., Webb, P.J., Blankenship, L.R., Beland, F.A.,
Greenlees, K.J. & Culp, S.J., 2004, Analysis of mutations of bone marrow
micronuclei in Big Blue® rats fed leucomalachite green. Mutat. Res., 547,

5-18.

Meyer, F.P. ve Jorgenson T.A., 1983, Teratological and other effects of
malachite green on development of rainbow trout and rabbits. Trans. Am.

Fish. Soc., 112, 818—-824.

Meyer V.R., 2004. Practical High-Performance Liquid Chromatography
FOURTH EDITION Swiss Federal Laboratories for Materials Testing and
Research (EMPA), St. Gallen, Switzerland



65

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Meinelt T., Pietrock M., Wienke A., Volker F., 2003, Humic substance and
water content change the toxicity of malachite gren. Journal of Applied

Ichtyology, 19, 380-382.

Mitrowska K., Andrzej Posyniak, Jan Zmudzki, 2005, Determination of
malachite green and leucomalachite green in carp muscle by liquid
chromatography with visible and fluorescence detection. Journal of

Chromatography A, 1089, 187-192.

Mittelstaedt, R.A., Mei, N., Webb, P.J., Shaddock, J.G., Dobrovolsky, V.N.,
McGarrity, L.J.,Morris, S.M., Chen, T., Beland, F.A., Greenlees, K.J. &
Heflich, R.H., 2004, Genotoxicity of malachite green and leucomalachite
green in female Big Blue B6C3F1 mice. Mutat. Res., 561, 127-138.

NTP, 2005, Toxicology and carcinogenesis studies of malachite green chloride
and leucomalachite green in F344/N rats and B6C3F1 mice. Research
Triangle Park, NC, USA, Department of Health and Human Services,
National Institutes of Health, National Institute of Environmental Health
Sciences, National Toxicology Program, 312 pp. (Technical Report Series
527).

Oguzhan Y., Aksoy A., 2006, Ornek Hazirlamada Kati Faz Ekstraksiyon
Metodu. F.U. saglik Bil. Dergisi,20(3), 259-269.

Roybal, J. E., Pfenning, A. P., Munns, R. K., Holland, D. C., Hurlbut, J. A.,
and Long, A. R., 1995, Determination of malachite green and its
metabolite, leucomalachite green, in catfish (Ictalurus punctatus) tissue by
liquid chromatography with visible detection. Journal of AOAC
International, 78, 453-457.

Rushing Larry G., Eugene B. Hansen Jr. 1997, Confirmation of malachite
green, gentian violet and their leuco analogs in catfish and trout tissue by
high-performance liquid chromatography utilizing electrochemistry with
ultraviolet-visible diode array detection and fluorescence detection. Journal

of Chromatography B, 700 223-231.



66

KAYNAKLAR DIZIiNi (devam)

Sanders P., B. Delépine, B. Roudaut, 3rd AOAC Europe-EurachemSymposium
“Legal limitson the road to food safety: establishing sound criteria for
compliance decisions”, Briiksel, 3-4 Mart 2005.
http://crl.fougeres.afssa.fr/publicdoc/POSTER AFSSAP%20Sanders-
2005.pdf (Son erisim tarihi: Mayis 2009).

Scherpenisse P., Aldert A. Bergwerff, 2005, Determination of residues of
malachite green in finfish by liquid chromatography tandem mass

spectrometry Analytica Chimica Acta 529 173-177.

Srivastava S., Sinha R., Roy D., 2004, Toxicological effects of malachite green
(Review). Aquatic Toxicology, 66, 319-329.

Stammati, A., Nebbia, C., Angelis, I.D., Albo, A.G., Carletti, M., Rebecchi,
C., Zampaglioni, F.& Dacasto, M., 2005, Effects of malachite green (MG)
and its major metabolite, leucomalachite green (LMG), in two human cell

lines. Toxicol. In Vitro, 19, 853—858.

Sudova E., Machova J., Svoboda Z:, Vesely T., 2007, Negative effects of
malachite gren and possibilities of its replacement in the treatment of fish

eggs and fish : a review. Veterinarni Medicina, 52,527-539.

Valle L., Cecilia D1az, Antonio L. Zanocco, 2005, Determination of the sum of
malachite green and leucomalachite green in salmon muscle by liquid
chromatography—atmospheric  pressure  chemical ionisation  mass

spectrometry Pablo Richter, Journal of Chromatography A, 1067, 101-105.

WHO, 2009, Toxicological evaluation of certain veterinary drug residues in food
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, World Health

Organization, Cenova-Italya.

Wendy C. Andersen,, Roybal G., SHERRI B. Turnipseed, 2005, Liquid
Chromatographic Determination of Malachite Green and Leucomalachite
Green (LMG) Residues in Salmon with in situ LMG Oxidation.Journal of
AOAC International, vol. 88, no. 5, 1292-1297.



67

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam)

Wendy C. Andersen, Sherri B. Turnipseed, and José E. Roybal, 2006,
Quantitative and Confirmatory Analyses of Malachite Green and
Leucomalachite Green Residues in Fish and ShrimplJ. Agric. Food Chem.,
54, 4517-4523. http://www.biotage.com/graphics/9223.jpg  (Son Erigim
tarihi : 10 May1s 2009



68

5. ONERILER

Kalint1 analizlerinin zor ve pahali analizler oldugu diisiiniilecek olursa,
giiniimiiz sartlarinda kiiresel pazarda iilkemizde su {irlinleri iiretimi ve ihracati
yapan firmalarin yurtdisindaki firmalarla rekabet edebilmesi agisindan biirokratik
siirecin daha kolay isler hale getirilmesi onem kazanmistir. Bu baglamda
tilkemizden ihra¢ edilecek gida maddelerinin ihracat islemlerinin siiratli
gerceklestirilebilmesi bu konuda faaliyet gosteren denetim laboratuvarlarinin
stiratli ve giivenilir analizleriyle desteklenmelidir. Gidalardaki kalintilarin giivenli
ve stiratli bir sekilde gergeklestirilmesi bu konuda calisan laboratuvarlari analiz
tekniklerini gelistirmeye yonelik caligmalar yapmaya sevk etmektedir. Bu yiiksek
lisans tez calismasi ile LC-MS/MS teknolojisinin sagladig: iistiin performansi,
iilkemize ithal edilen ve iilkemizden ihrag edilen baliklardaki malasit yesili
kalintisinin tespitinde, elde edilen verilerden yola ¢ikilarak bir sonraki asamada

tilkemizdeki laboratuvarlarda rutin analiz olarak kullanilmasini arzulamaktayim.
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