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tissues by thin-layer chromatography

H. Ahmet ACET"
Omer DEMET*
Biinyamin TRAS?

Summary :: This study was evaluated to "determine by thin layer
chromatography of their residues to be found in animal tissues of te-
tracycline group -antibiotics, which were ‘widely used in Veterinary field.

- It was used IN HCL and methanol in extraction of samples and an
Amberlite XAD-2 resin colomn for clean-up. Slicagel 60 G, cellulose and
slicagel HF,;,, were applied as adsorbent. It was shown that cellulose was
better result than others.

Their recovery were approximetaly determined as 62 %, adding the
tetracyclines at 0.5, 1.0 and 1.5 ppm concentrations to the tissues (muscle,
liver, kidney) which was not found the tetracyclines residues. The analy-
se sensitivity of this system was 1.0 ppm for liver and 0.5 ppm for muscle
and kidney.

It was concluded that this method would be able to be used for deter-
mination of tetracyclines residues in animal tissues as routine.

Ozet : Bu cahigmada, Vetermer heklmhglnde yaygin olarak kullani-
lan tetrasiklin grubu antibiyotiklerin haywvansal dokularda bulunabile-
cek rezidiilerinin ince tabaka kromatograh yontemi ile analizleri iizerin-
de duruldu.

Ekstraksiyon igleminde 1N HCL ve‘:meta-nol, temizleme agamasinda
ise Amberlite XAD-2 resin kolonu kullanildi. Plaka adsorbani olarak se-

1) Dog. Dr., S. U. Vet. Fak., Farm. ve Toks. '‘Anabilim Dal1 - Konya
(2) Yrd. Doc. Dr., 8. U. Vet. Fak, Farm. ve Toks. Anabilim Dali - Konya
(3) Ars. Gor., S. U. Vet. Fak .ve Farm. ve Toks. Anabilim Dali - Konya

(F.:10)
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liloz, slikajel 60 G ve slikajel HF,;, uygulanarak, seliilozun digerlerine
gore daha iyi sonuc verdigi belirlendi.

Rekoveri igin tetrasiklin kalintilarimin bulunmadig: belirlenen doku-
lara (kas, karaciger, bobrek) 0.5, 1.0 ve 1. 5ppm yogunluklarinda tetra-
siklinler ilave edilerek, geriye kazang yiizdeleri yaklagik % 62 olarak tes-
pit edildi. Analiz duyarliulig: ise karacigerde 1. ppm, kas ve bobrekte 0.5
ppm olarak bulundu.

Bu metodun hayvansal dokulardaki tetrasiklin rezidiilerinin tayinin-
de ritin olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Giris

Tetrasiklinler, Streptomyces tiirii mantar kiiltiirlerinden elde edilen

genig spektrumlu antibiyotiklerdir. Dogal kaynakli tetrasiklin tiirevle-
rinden (Tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve dimetilklortetra-
siklin) bagka, yar1 sentetik (doksisiklin, minosiklin ve rolitetrasiklin) tii-
revleri bulunmaktadir. Veteriner Hekimliginde, bunlar en sik kullanilan
antibiyotiklerin bulundugu grubu olusturur. Giinlimiizde, bu antibiyo-
tikler insan ve hayvanlarda bakteriyel hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmakta (3, 6, 11, 15, 22), ayrica, hastaliklarin kontrol al-
tinda tutulmasi ve canli agirlik artis: saglamak amaciyla, geng¢ sigirlarin
ve kiimes hayvanlarinin yemlerine ilave katki maddesi olarak da katil-
maktadir (5, 21). Bu gibi yemlerle beslenen hayvanlarin dokularinda re-
zidii diizeyinde tetrasiklin kalintilarina rastlanmaktadir (2, 4, 6, 10, 16).

Son zamanlarda, bagta et ve et {iriinleri olmak iizere hayvansal ko-
kenli gida maddelerinde bulunmasi muhtemel olan bu kimyasal rezidii-
ler tiiFeticinin yakindan ilgisini gekmeye baglamistir. Bazi {ilkelerde, in-
sanlar tarafindan gida olarak tiiketilen hayvansal dokularda ve iiriinler-
de rezidii analizleri gida tiizligiine gbre rutin olarak yapilmaktadir. Ulke-
mizde de bu tlir analizlerin yapilmas: geregi kagmnilmaz olmustur.

Plazma ve dokularda tetrasiklin. rezildﬁ diizeyleri mikrobiyolojik
(6, 13, 20), spektrofotometrik (15), fluorormgtri'k (14), kolorimetrik (17)
ve kromatografik (1, 7, 8, 12, 12, 18, 19) yontemlerle tespit edilebilmek-
tedir. :

FDA (Food and Drug Administration) klortetrasiklin ve oksitetra-
siklin’in yenilebilir dokulardaki tolerans diizeylerini 1-4 ppm olarak be-
lirtmektedir (9). ‘

Bu calismada, hayvansal dokularda tetrasiklin rezidii diizeylerinin
yari-nicel olarak tespit edilebilmesini sagliyacak, laboratuvar gartlarina
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uygun, rutin analizlerde kullanilabilecek pratik, giivenilir ve ekonomik
bir yoniemin uyarlanmasi amaglanmuigtir,

Materyal ve Metot

a) Adsorbanlar :

1. Seliiloz (Mikrokristal, Ince-Tabaka Kromatografisi i¢in Sigma,
No. S-3504).

2. Slikajel G (Ince-Tabaka Kromatografisi icin, Type 60, Merck,
Art. 7731).

3. Slikajel HFy;, (Ince-Tabaka Kromatografisi igin, Type 60 Merck
Art. 7739).

4. Amberlite XAD-2 resin (Kolon Kromatografisi i¢in, Sigma No.
A-T 643).

b) Ayraglar :

1. 02M disodyum hidrojenortofosfat ¢Gzeltisi : 2.84 g Disodyum
hidrojenortofosfat, 100 ml'lik balon jojede distile su ile ¢dzdiiriilerek ha-
zirlandi, -

2. 0/1M Sitrik asit cozeltisi : 2.10 g Sitrik asit 100 ml balon jojede
su ile ¢ézdiiriilerek hazirlandi.

3. IN Hidroklorik asit ¢ozeltisi : 80.6 ml HCL distile su ile 1000 ml’-
ye tamamlandi.

4, 0.IN Hidroklorik asit g¢ozeltisi : 8.06 ml HCL distile su ile 1000
ml’ye tamamlandi.

5. Etilen glikol ¢ozeltisi (% 20’lik) : Metanolde hazirlandi.

6. 02M Magnezyum k1riir gozeltisi : 1.9 g Ma‘gnezyum kloriir 100
ml’lik balon jojede distile su ile ¢bzdiiriilerek hazirlandi.

T Triétl}lan<olamrjn gOzeltisi (% 10’'luk) : Metén‘olde hazirlandi.
8. Anﬁbiyotik standart sollisyonlar: : Toz seklindeki oksitetrasiklin

HCL, klortetrasiklin HCL, tetrasiklin HCL, standartlar1 Sigma’dan sag-
land1.

. a. Stok cozelti (10 mg/ml'lik) : Ug ayr tetrasiklin standartindan
100’er mg tartilarak 10’ar ml'lik balon jojede 0.5 ml 0.1N HCL ile ¢ozdii-
riildii. Metanol ile hacim tamamland.
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b. Calisma cozeltileri (0.1 ve 0.2 mg/mllik) : Stok ¢bzeltilerinden
metanolde ginlitk hazirland.

c. Rekover ¢ozeltileri (5 mg/ml’lik) : 0.lmg/ml caligma ¢ozeltilerin:
den distile su ile giinliik hazirlandi.

c) Coziciiler :

Metanol (Merck, Art. 6008)
Etil asetat (Merck, ‘Art. 864)
N-btuitanol (Merck, Art. 988)

d) Cihazlar : ,

1. Ince-Tabaka Kromatografi cihazi (Desega)

2. UV-lambasi (Desega, uzun-366 nm ve kisai254 nm dalga)
3. Rotatif evaporator (Heidelholph) |

Metot

Caligmada, uyarlamanin gergek1e§tifilebilmesi icin ekstraksiyon ve
temizleme iglemlerinde Ryan ve Dupont (18)’'un kromatografik iglemler
de ise, Szabo ve ark. (19)’nin onerdikleri teknikler dikkate alindi.

Temizlenmis ekstrakta tetrasiklin varhiginin tespiti, gesitlerinin ayirt
edilmesi ve yari-nicel olarak belirlenmesi, ince-tabaka kromatografisin-
de UV 15181 altinda, triethanolamin ve magnezyum - kloriir ayiraglarina
dayanan dogrulama testleriyle yapildi (19).

Islemler :

Homojenizatdér kabina konulan 25 g kiyilmig doku drnegi (kas, kara-
ciger ve bobrek) iizerine rekoveri cozeltilerinden 0.5, 1.0 ve 1.5 ppm dii-
zeylerinde tetrasiklin standartlari ve 100 ml 1N HCL konarak orta hizda
2 dk. homojenize edildi. Karigum 250 ml'lik santrifiij tiiplerine alindi. Ka-
Iint1 2x 0.6 ml IN HCL ile yikanip tiiplere ilave edilerek 5000rpm devirde
15 dk santrifiij edildi. Ustte kalan faz, Whatmann No. 41 suzgeg kagidin-
dan siiziildii. :

Kolon kromatografisi hazirlanmast : 10 x20 cm i¢ ¢apli cam kolonun
alt ucuna uygun bir gekilde cam pamugu yerlestirildi. Uzerine 8 g Am-
berlite XAD-2 resin ilave edilerek yine ayni sekilde cam pamugu yerles-
tirildi. Sirasiyla 10’ar ml'lik hacimde aseton, metanol ve distile su ile ko-
lon yikandi Kolona 15 ml IN HCL konarak kullanilincaya kadar bu gekil-
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de muhafaza edildi. Kullanilmadan énce kolen 100 ml'lik distile su ile yi-
kandi. '

Kolon rejenerasyonu :@ Gerektiginde kolonun yeniden kullanilmasi
igin; sirasiyla 50 ml metanol, 256 ml 1IN HCL ve tekrar 50 ml metanol, 25
ml IN HCL ile yikanarak rejenerasyon saglandi.

Tetrasiklin “standartlarimn  eliisyonu : Sizlilmiiy filtrat hazirlanan
kolona aktarilarak yavag bir gekilde kolondan gecirildi. Kolon 75 ml dis-
tile su ile yikandiktan sonra 50 ml metanol kondu. ilk 15 ml’lik metanol
birimi musluktan alinarak atildi. Kalan hacim 35 °C evaporatorde kuru-
yuncaya kadar uguruldu. Kalinti 0.5 -ml metanolde ¢ozdiiriilerek ince-ta-
baka kromatografisinde kullanildi.

Plakalarn haezirlanmast : 30 g seliiloz, 70 ml 02M disodyum hidro-
jenortofosfat ve 84 ml 0.1M sitrik asit kariguminda 2 dk. calkalanarak iyi-
ce homojenize edildi. Onceden hazirlanmis 5 adet (20x'20 cm) cam pla-
ka lizerine 0.3 mm kalinlikta olacak gekilde yayildi. Plakalar 15 dk sii-
reyle laboratuvar isisinda kurutuldu ve etiivde 90 °C’de 30 dk tutularak
aktive edildi. - :

Tetrasiklin standartlarvmn ve niimunelerin plakaya uygulanmas: ve
devolapmany :

Plakalar devolopman ydniine paralel olacak sekilde l'er cm aralik-
larla ¢izildi, Lekeler uygulanmadan once etilen glikol ¢6zeltisine daldi-
rilip ¢ikarilarak kurutuldu. Plakalarin cdziicii sistemine dahil olan alt
kenarindan 2 ecm ylikseklikte i§airetlenmi§ sembolik bir eksen boyunca
0.5 ml metanolde ¢ozdiiriilmiis niimune ekstraktindan 2, 5 ve 10 ml, tetra-
siklin standartlarindan ise 10, 20, 30, 40, 60, 80 ve 100 ng tetrasiklin ih-
tiva eden lekeler uygulandi. Hazirlanan plaka bir saat dnceden, su ile do-
yurulmusg etil asetat (100 ml) konulmus tanka yerlestiirldi ve '10 cm yiik-
seklige kadar devolopman saglandi. Devolapman iglemi iki defa yapildi

Devolopman :
1) 100 ml su ile doyurulmusg etil asetat,
2) Su ile doyurulmus etil asetat 4+ n-butanol (90 + 10),

3) Su ile doyurulmusg etilvasbetat + n-butanol (60 -+ 40),

4) 100 ml su ile doyurulmus n-butanol olmak iizere farkli solvent
sistemlerinde karsilagtirmali olarak denendi. Tanktan ¢ikarilan plaka labo-
ratuvar i1sisinda kurutuldu. Plakaya once triethanolamin ayiraci, daha sonra
da magnesium kloriir ayirac:t piisklirtildii. Plaka karanlik bir ortamda
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uzun dalga UV-15181 (366 nm) altinda incelendi. Standart klortetrasiklin
HCL, oksitetrasiklin HCL ve tetrasiklin HCL farkli Rf degerinde ve sar1
renkli [loresans veren lekeler geklinde belirlendi. Bununla beraber, nii-
mune ekstraktinda standart tetrasiklin lekeleriyle ayni renkte floresans
veren ve Rf degeri gosteren lekeler, doku niimunesine katilan tetrasik-
linler olarak degerlendirildi. Floresans siddeti ve leke alanlari bakimin-
dan farkli yogunluklardaki tetrasiklin standartlar: ile karsilagtirilmalar
sonucu, niimune ekstraktina ait lekelerde bulunan tetrasiklin yogunlugu
yari-nicel olarak o6l¢tildi.

Bulgular

Bu galigmada, tetrasiklin HCL ve oksitetrasiklin HCL klortetrasiklin
HCL analizleri, ince tabaka kromatografisinde farkli adsorban ve ¢oziicii

sistemler kullanilarak yapildi Tablo 1’de goértldigi gibi, tetrasiklin Rf
degerleri kullanilan sistemlerin tiimiinde benzer bulundu. ‘Ancak stan-

dartlar arasinda en iyi ayirim su ile doyurulmus etil asetat ile saglan--

di. Devolapman sliresinde ¢6ziicii sistemlere gore onemli farkliliklar goz-
lendi. Devolapman siiresi su ile doyurulmusg etil asetat ¢oziicii sisteminde
10-15 dk; etil asetat 4 n-bilitanol (90 4 10) g&iziivcﬁ sisteminde 30-40 dk;
etil asetat + n-biitanol (60 + 40) sisteminde i120-130 dk su ile doyui‘ul-
mug n-biitanol sisteminde ise 4 saat olarak tesbit edildi.

Ince-tabaka kromatografisinde kullanilan slikajel 60 G ve slikajel
HF,;, adsorbanlarinda standart tetrasiklinlerin belirgin bir ylikselmesi

gériilmedigi halde seliiloz adsorbaninda yeterli diizeyde bir yiikselme

meydana geldi.

Calismada geriye kazang yiizdesinin belirlenmesi amaciyla doku nii-
munelerine (kas, karaciger ve bobrek) 0.5, 1.0 ve 1.5 ppm diizeylerinde
tetrasiklin standartlart katildi. Tablo 2'de goriildiigii gibi geriye kazang
yiuzdesi; 0.5 ppm tetrasiklin HCL katimi sonucu kaslarda % 60, bobrekte
% 62 olarak bulundu. Bu diizeyde karacigerde tesbit yapilamadi. Katilan
oran 1.0 ppm diizeyine ¢ikarildiginda geriye kazang yiizdesi kaslarda % 65,
karacigerde % 35 ve btbrek'e % 67 olarak belirlenirken, 1,5 ppm’lik dii-
zeyde bu oranlar kaslarda % 72, karacigerde % 30 ve hobrekte % 73 dii-
zeylerinde bulundu. UV-is181 altinda goriilebilir tetrasiklin yogunlugu. 20
ng olarak belirlendi. Analiz duyarliliginin karacigerde 1.0 ppm, dokular-
da ise 0.5 ppm oldugu tesbit edildi.
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Tablo 1. Oksitetrasiklin HCL, klortetrasiklin HCL . ve tetrasiklin HCL'-
nin selitloz adsorbani ile kaplanmis plakalarda degisik ¢6ziicli
sistemleri ile devolapmanindan sonra elde edilen Rf degerlei.

Tetasiklin Etil asetat  Etil asetat  Etil asetat  N-biitanol
standartlar: n-biitanol n-biitanol

‘ (90/10) (60/40)
Tetrasiklin
HCL 0.32 0.33 0.35 0.35
Oksitetrasiklin
HCL 0.35 0.35 0.35 0.36
Klortetrasiklin
HCL 0.52 0.53 0.53 0.55

Tablo 2. Doku nitmunelerine 0.5, 1.0 ve 1.5 ppm diizeylerinde tetrasiklin
HCL standartlarinin = katilmasi ile elde edilen geriye kazang

yizdeleri.

Doku Katilan standart Geriye kazanilan Kazang
25 g) C yogunlugu (mcg/g)  diizeyleri (mcg) %’si
Kirmizi kas _ 73 60
Beyaz kas _ : ; 7.3 60
Karaciger 0.5 — —
Bobrek . 75 62
Kirmizi kas 16.25 65
Beyaz kas ' 16.25 65
Karaciger 1.0 7.5 » 25
Bébrek _ 16.75 ' 67
Kirmizi kas 27 2
Beyaz kas : 27 2
Karaciger 1.5 9.37 30

Bébrek ' ' ' 27.27 73
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Tartigma ve Sonug

Veteriner Hekimliginde, gerek bakteriyel hastaliklarin kontrol ve sa-
gitimila gerekse geng sifirlarin ve kanathlarin canli agirlik artigr sag-
lanmasinda yaygin olarak kullanilan tetrasiklin HCL, oksitetrasiklin
HCL ve klortetrasiklin HCL anslizleri, ince-tabaka kromatografisinde
farkli adsorban ve ¢Oziicii sistemleri kullanilarak yapilmigtir.

Caligmada, ince-tabaka kaplayicisi olarak kullanilan slikajel 60 G ve
slikajel HF,;, adsorbanlari ile solvent sistemlerinin hi¢ birinde tetrasik-
linlerin okunabilir diizeyde ylikselmeleri saglanamadi. Buna karsilik Tab-
lo I'de goriildiiglt gibi seliilloz adsorbaninda tetrasiklinlerin Rf degerleri
belirgin olarak hesaplanabildi. Coziicli sistemleri arasinda en iyi sonug su
ile doyurulmusg etil asetat ile alindi. Su ile doyurulmug n-biitanol devo-
lapman siiresi 4 saat iken, etil asetat ¢dziiclisiinde bu siire 10-15 dk olarak
belirlendi. ’

Doku niimunelerine 0.5 ppm diizeyinde tetrasiklin standartlarmmn
katilmasiyla elde edilen ekstraktan 2 mikrolitrelik uygulamalarda olugan
renkler belirgin bir sekilde gozlenip degerlendirilemedi; 5 mikrolitrelik
diizeyde goriilebilir, 10 mikrolitrelik uygulamalar da ise tiimiiyle belir-
gin renkler olugtu. Buna mukabil 1.0 ve 1.5 ppm diizeylerinde standart
katilarak yapilan ekstrakt uygulamalarinda 2 mikrolitrelik lekeler de bi-
le renkler ve floresans siddeti standartlarla kargilagtirmali olarak yari-
nicel 6l¢lim yapilacak kadar belirgin olarak goriildii. Nitekim standart-
larin 0.5 ppm diizeyinde katilmasi sonucu 2 mikrolitrelik uygulamalarda
karacigerde belirgin bir leke goriilmedigi halde 1.0 vie 1.5 ppm’lik katim-

larda elde edilen ekstraktan yapilan 2 mikrolitrelik uygulamalarda yari -,
nicel olarak oOlciilebilen lekeler olugmugtur. UV 1181 altinda okunabilir.

en diigiik tetrasiklin yogunlugu 20 ng olarak belirlenmistir. FDA’nn ye-

nilebilir dokulardaki tolerans diizeylerinin 1-4 ppm olarak belirttigi (9) .

gozoniline alinirsa, yontemin rutin analizlerde gtivenle kullanilabilecegi
sonucuna varilabilir. ' o )

leri temizleme agamasinda kullanilan amberlite XDA-2 resin, tetra-
siklin analizlerinde onerilen (7, 18) non-iyojenik bir adsorbandir. Tetra-
siklinlerin bu adsorbandan ayirimi kolay olmaktadir. Rejenere edildik-
ten sonra yeniden kullanilabilir olmasi laboratuvar sartlarimizda avan-
taj tegkil etmektedir.

Plazma ve dokularda tetrasiklin rezidii diizeyleri mikrobiyolojik
(6, 13, 20), spektrofotometrik (15), fluorometrik (14) kolorimetrik (17)
ve kromatografik (1, 7, 8, 12, 113, 18, 19) yo6ntemlerle tesbit edilebilmek-
tedir. Bunlar arasinda mikrobiyolojik ve kromatografik yontemler faz-
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laca - kullanilmaktadir, Mikrobiyolojik yontemler antibiyotik analizlerin
duyarli olmalarina ragmen, spesifik olmamalari ve uzun siire almalari
gibi- dezavantajlara sahiptirler (8). Kroamtografik yo6ntemler arasinda
ince-tabaka kromatografisi duyarl bir yol oldugu gibi, ekonomik ve iste-
nildiginde laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilen bir yontemdir. In-
ce-tabaka kromatografisi ile ¢aligmamizda bu avantajlar gbzoniinde tu-
tulmugtur. Son zamanlarda, tetrasiklin analizlerinde HPLC (yiiksek per-
formans likit kromatografisi) yontemi giderek yaygmlagmaktadir (1, 7,
12). Ancak likid kromatografi cihazinin pahali olmast nedeniyle sayili la-
boratuvar bu yontemi kullanma sansina sahip olmaktadir. '

Sonug olarak, hayvansal dokularda tetrasiklin rezidii diizeylerinin
yari-nicel olarak tesbit edilebilmesini sagliyacak laboratuvar sartlarina uy-
gun rutin andlizlerde kullanilabilecek ince-tabaka kromatografi esasina
dayanan basit, giivenilir ve ekonotnik bir yontem uyarlanmigtir.
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