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ANALIZ ONCESIi NUMUNE HAZIRLAMA YONTEMI
OLARAK: QUECHERS

OZET. Karmasik yapili matrislerden, numune hazirlamasi ve analizi ok sayida islem
gerektirmesinin yaninda ¢ok miktarda masrafa neden olmaktadir. Hem numune hazirlama
asamalarini hizlandirmak ve kolaylastirmak, hem de ortaya ¢gikan masrafi azaltmak igin
¢ok sayida Ornek hazirlama ydntemi ortaya konmustur. Bir¢ok ¢oklu kalinti tarama
yontemi (MRM'ler) karmasik, zahmetli, zaman alic1, yliksek miktarda solvent gerektiren
ve bu nedenle pahali yontemlerdir. Pek ¢ok geleneksel numune hazirlama yontemi hala
kullanimda olsa da ideal olarak, ¢ok sayida kalntinin tarandig1 yontemlerden istenen temel
ozellikler; hizli ve uygulamasi kolay olmasi, minimum miktarda kimyasal gerektirmesi,
kabul edilebilir bir segicilik derecesi saglamasi ve tim bunlarin yaninda yeterince
genis bir analit spektrumunu kapsamasidir. QUEChERS, agiliminda da belirtildigi gibi
gerceklestirilmesi kolay, hizli ve diisiikk maliyetli, minimum hacimde ¢6ziicii gerektiren
ve genis bir analit yelpazesinin analizini saglayan, giivenilir sonuglar ortaya koyan bir
yontemdir. QUEChERS ile tek bir analist, 1-3 € degerinde tek kullanimlik malzemeler
kullanarak 45 dakikada 8 numune hazirlayabilir. Bu sayede laboratuvar verimliligi;
isgiictiniin azaltilmasi, sarf malzeme tasarrufu, daha yiiksek numune verimi ve azaltilmig
atik tiretimi agisindan arttirilmig olur. Gelistirilmesinden itibaren 12 Haziran 2023'e
kadar, Web of Science’a gore QUEChERS yontemlerinin kullanimina iliskin 4971 makale
yaymlanmistir. Bu arastirmalar neticesinde, ¢ok sayida arastirma grubu tarafindan farkli
matris tiplerine sahip cesitli gida tirlinlerinde pestisitler, antibiyotikler, mikotoksinler,
PAH'lar, PCB'ler gibi ¢esitli kimyasal bilesiklerin analizi 6ncesi numune ekstraktasyonu
amactyla QUEChERS yonteminin aktif olarak kullanildigi gériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: dSPE, ekstraksiyon, mikotoksin, QUEChERS, PAH, pestisit.
veteriner ilaglar1.

AS A PRE-ANALYSIS SAMPLE PREPARATION
METHOD: QUECHERS

ABSTRACT. The analysis of complex matrices requires numerous operations and
incurs significant expenses due to the need for extensive sample preparation and
analysis. In order to expedite and simplify the sample preparation stages while reducing
costs, numerous methods for sample preparation have been developed. Many multi-
residue screening methods (MRMs) are complex, labor-intensive, time-consuming, and
require large amounts of solvents, making them expensive. Although many traditional
sample preparation methods are still in use, the desired characteristics of methods that
scan numerous residues include being fast and easy to implement, requiring minimal
amounts of chemicals, providing an acceptable degree of selectivity, and encompassing
a wide spectrum of analytes. QUEChERS, as indicated by its acronym, is a method that
is easy, fast, low-cost, requires minimal solvent volume, and enables the analysis of
a wide range of analytes, yielding reliable results. With QUEChERS, a single analyst
can prepare 8 samples in 45 minutes using disposable materials costing 1-3 €. This
increases laboratory efficiency in terms of reduced workforce, savings in consumables,
higher sample throughput, and reduced waste production. From its development until
12 June 2023, 4971 articles related to the use of QUEChERS methods were published
in the Web of Science. The outcomes of these investigations have revealed that a
multitude of research collectives actively employ the QUEChERS technique to analyze
a diverse array of chemical categories, including pesticides, antibiotics, mycotoxins,
PAHs, and PCBs, across an extensive spectrum of food commodities characterized by
varying matrix compositions.

Keywords: dSPE, extraction, mycotoxin, QUEChERS, PAH, pesticide, veterinary
drugs.
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GIRIS

Karmagik yapili matrislerden, numune hazirlamasi ve
analizi ¢ok sayida islem gerektirmekte ve bu sebeple de
yiiksek masraflara neden olmaktadir (Lehotay ve ark.,
2010; Santana-Mayor, 2019).

Plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak,
hava gibi ¢evresel; gida ve farmasotik iriinler gibi diger
numuneler, aranan maddenin yaninda ¢ok sayida bileseni
iceren karmasik matrislerdir. Bu nedenle, 6rnek hazirlama
asamasi, Ozellikle yiliksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS), radyoimmiin assay (RIA),
atomik absorbsiyon (AA) gibi cihazlar yardimiyla yapilan
analizler dncesinde dnemli bir adimdir (Yavuz ve Aksoy,
2000).

Ornek hazirlama isleminin asamalari, analit
ve matrisin geri kalan kismi arasindaki fizikokimyasal
farkliliklara Bu iyi

anlasilmast, numune hazirlama tekniklerinin

gore  belirlenir. ozelliklerin
farkl
ve analitik yontemlerin uygulanabilirligi, etkinligi ve
tekrarlanabilirligi i¢in ¢ok Onemlidir (Pavlovi¢ ve ark.,
2007). Numune hazirlama asamalarint hizlandirmak,
kolaylagtirmak ve ortaya ¢ikan masrafi azaltmak i¢in gok
sayida ornek hazirlama yontemi ortaya konmustur.

Ornek hazirlama amaciyla kullanilan ¢ok sayida
yontem mevcuttur. Bunlarin baglicalar;; LLE: Sivi-sivi
Ekstraksiyon, SPE: Kat1 Faz Ekstraksiyon, SPME: Kati
Faz Mikro Ekstraksiyon, MSPE: Manyetik Kati Faz
Ekstraksiyon, SFE: Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon ve

QuEChERS’dir.

S1vi-Siv1 Ekstraksiyon (LLE)

LLE (sivi-sivt ekstraksiyonu), kokli bir uygulama
olup uzun yillardir kullanilmaktadir. Bu ekstraksiyon
yontemi, nadir toprak elementlerinin ayristirilmasi,
karboksilik asitlerin geri kazanimi, yenilebilir yaglarin
rafine edilmesi ve asit giderme gibi alanlarda halihazirda
yogun olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, petrol, ilag,
biyokimya ve endiistriyel atik aritimi gibi bir¢cok alanda
ragbet gormektedir. LLE’de, fiziksel ¢oziiciiler, reaktif
¢oziciiler ve iyonik sivilar (IL’ler) gibi birgok ¢oziicii
tirti  kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciilerin fizikokimyasal
ozelliklerindeki degisiklikler, ekstrakte edilen maddelerin
seciciliginde onemli farkliliklara neden olabilmektedir
(Bokhary ve ark., 2021).

Sivi-sivi ekstraksiyonu, Ornek hazirlama igin
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siklikla kullanilan tekniklerden biridir. Bu ekstraksiyon
yonteminde, ¢ozeltide bulunan bir veya daha fazla
bilesenin uygun bir ¢6ziicii kullanilarak ayristiriimasi
saglanir. Ekstraksiyon,
iki
boliinmesi yoluyla gergeklestirilir (Ali ve ark., 2019;

bilesenlerin  ¢oziiniirliikklerine

bagli olarak karigmayan sivi ¢Oziici arasinda
Alampanos ve Samanidou, 2021). Bununla birlikte, bu
teknik, artan ¢oziicli tikketimi, seciciligin azalmasi, analit
kaybu, iki faz arasinda emiilsiyon olusumu ve ¢ok adimli
prosediirler gibi ciddi dezavantajlara sahiptir (Alampanos

ve Samanidou, 2021).

Kati Faz Ekstraksiyon (SPE)
SPE,
tarafindan adsorpsiyonu ve daha sonra eliisyon yoluyla

orneklerde bulunan analitlerin SPE sorbenti
kontaminantlardan ayrilmast igslemine verilen isimdir.
Kati faz ekstraksiyonu (SPE),

matrislerden analit elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilan

¢ok ¢esitli

kapsamli ve karli bir 6rnek hazirlama teknigidir. SPE,

LLE ile karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir;
e  Segiciligi daha yliksektir,
e Organik ¢oziiciilerin kullanimi daha azdr,

e SPE islemi icin farkli materyallerden iiretilmis
bir¢ok sorbent mevcuttur. Bunedenle, hedeflenen
analit i¢in uygun bir sorbentin bulunma olasilig1
daha yiiksektir (Alampanos ve Samanidou,
2021).

Geleneksel olarak SPE; normal faz, ters faz ve
iyon degistirme ad1 verilen 3 farkli metodu igerir; ancak
bunlardan en ¢ok tercih edileni ters faz metodudur. ilgili
analitlerin degisen fiziko-kimyasal 0Ozelliklerine gore
(asitler/bazlar/amfoterik, diisiik/yiiksek logP ve tek veya
¢oklu pKa degerleri), bu metodlardan herhangi biri tercih
edilebilir. Malzeme bilimindeki gelismeyle, SPE igin
farkli sabit faz segeneklerini kullanima sunulmustur (C8,
C18 kartuslar gibi) (Kole ve ark., 2011).

Kati1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

Kati faz mikro ekstraksiyon (SPME), numune isleme,
zenginlestirme ve ekstraksiyon agamalarini tek bir adimda
birlestirerek elde edilen analitlerin kromatografik cihazlara
dogrudan enjeksiyonunu saglayan modern, ayrintisiz bir
numune hazirlama teknigidir. Teknigin temel avantajlari,
basitlik, hizlilik, iyilestirilmis numune ayristirma, dogru

analiz ve diisiik organik solvent tiikketimi (solventsiz veya
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solvent miktar1 minimuma indirilmis) saglamasidir. Bu
teknik, tarimsal {riinlerden ilag numunelerine kadar ¢ok
cesitli alanlarda kullanilmaktadir (Yamini ve ark., 2019;
Jalili ve ark., 2020).

Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyonu (MSPE)
Manyetik kati faz ekstraksiyonu (MSPE), manyetik
ozellikteki  maddelerin ilave

numune ¢ozeltisine

edilmesiyle olusturulan  karistma manyetik  alan
uygulanmasi sonucu hizli ve kolay bir sekilde ayirim
saglayan bir yontemdir. MSPE, geleneksel SPE’de sikga
karsilagilan sorunlarin (sorbent hazirlama zorluklari,
yiiksek geri basing veya tikanma gibi) elimine edildigi bir
yontemdir.

MSPE protokoliinde

analitlerin manyetik nanoparcaciklara (NP’ler) baglanmasi

ilk adim, hedeflenen

icin sivi formdaki numuneyle (islenmemis numune,
seyreltilmis sivi numune veya ekstrakt) birkag dakika ila
birkag saat boyunca inkiibe edilmesidir (Safaiikova ve
Safaiik, 1999; Capriotti ve ark., 2019).

Manyetik kati faz ekstraksiyonu (MSPE)
yonteminde, = manyetik  nanopargaciklar  (NP’ler)
hedef analite baglandiktan sonra, bir miknatis

yardimiyla ¢ozeltiden ayristirilir. Manyetik materyal
geri kazanildiktan sonra, analitler uygun bir ¢6ziicii
ile yikanarak ayrigtirtli. Bu ydntemin avantajlari,
organik ¢oziici kullaniminin azaltilmasi ve yiiksek
geri kazanim degeri iken, dezavantaji 6zel manyetik
nanopargaciklarin gerekliligidir. Numunenin analizi i¢in
HPLC, UV-Vis spektroskopisi veya Kiitle Spektroskopisi
(MS) kullanilabilir. MSPE yontemi tarimsal {iriinlerin
analizinden ila¢ numunelerinin analizine kadar genis bir
yelpazede kullanilabilmektedir (Capriotti ve ark., 2019;

Li ve Shi, 2019).

Superkritik Akiskan Ekstraksiyon (SFE)
Stiperkritik ~ Akiskan (SFE), belirli

bir bilesik, karigim veya elementin kritik noktasinin

Ekstraksiyonu

lizerinde basing ve sicaklik uygulanarak elde edilen
(SF)
yararlanan bir yontemdir. Ornegin, Siiperkritik Karbon
Dioksit Teknolojisi (SC-CO2 teknolojisi), gida ve
ilag gibi bilesiklerin geleneksel termal yontemlerle

siiperkritik  stvinin coziici  ozelliklerinden

pastorizasyonu yerine gegen, karbondioksit vasitasiyla

basing uygulayarak  mikroorganizmalarin  ortadan
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kaldirilmasini saglayan bir yontemdir. Bu yontem, besin
icerigini bozmadan islem yapilmasina olanak sagladig:
icin diger termal uygulamalara 6nemli bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir (Vigano ve ark., 2015; Ahmad ve
ark., 2019).

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE), dogal
iiriinlerden biyoaktif bilesiklerin eliminasyonunu saglayan
bir tekniktir. Bu teknik, ucuz olmasi, ekstraksiyon
stiresinin kisa olmasi, daha az organik ¢oziicii kullanimi,
cevresel acidan zararsiz ¢oziiciilerin kullanimi ve isiya
duyarli maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygun olmasi gibi
avantajlara sahiptir. SFE’de kullanilan CO2 disindaki
diger potansiyel solventler; N20, ksenon, C2H6, C3H8,
n-C5H12, NH3, CHF3, SF6’dir (Pavlovi¢ ve ark., 2007,
Ahmad ve ark., 2019).

Geleneksel numune hazirlama yontemleri hala
kullanimda olsa da kalint1 tarama ig¢in tercih edilecek
yontemlerin ideal olarak sahip olmasi gereken ozellikler;
hizli ve uygulanmasi kolay olmasi, minimum kimyasal
kullanimi gerektirmesi, kabul edilebilir bir secicilik
derecesi saglamasi ve yeterince genis bir analitik
spektrumunu kapsamasidir. Geleneksel karmagik analitik
prosediirlere aliskin olan analistler, daha basit ve hizli bir
analitik prosediiriin yeterince dogru sonug veremeyecegini
ve mimkiinse yalnizca tarama prosedirleri i¢in
kullanilmast gerektigini savunarak daha basit tarama
yontemlerine tereddiitle yaklasirlar. Ancak gergekte,
bir prosediir ne kadar ¢ok analitik adim igeriyorsa ve ne
kadar karmasiksa, sistematik ve rastgele hatalarin ortaya
¢tkma ihtimali o kadar artar (Rejczak ve Tuzimski, 2015;

Quechers, 2023).

QuEChERS Nedir?

QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged
Safe), Hizli, Kolay, Ucuz, Etkili, Dayanikli, Giivenli
kelimelerinin Ingilizce kisaltmasidir. Bu yontem, ayni
anda birden fazla analitin analizine olanak saglayan bir
ornek hazirlama yontemidir. QuEChERS ilk olarak
veteriner ilaglari igin gelistirilmis olmasina ragmen, resmi
olarak ilk kez pestisitler igin yayinlanmistir. Giintimiizde,
QuEChERS  yontemi
PAH»lar, PCB»ler gibi birgok kimyasal grubun analizi i¢in

antibiyotikler, ~mikotoksinler,
numune ekstraktinda aktif olarak kullanilmaktadir. Bu
kimyasal gruplarla ilgili 6rneklerden ilerleyen bdliimlerde
bahsedilecektir.
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Tablo 1. Ekstraksiyon metodlarmin kargilastirilmasi (Pawliszyn, 1997, Simpson,
2000; Lehotay, 2010; Zang ve Hu, 2013; Otles, 2016; Ahmad, 2019; Capriotti 2019).
Kullamlan Solvent Geri Kazamim/ Malivet Analiz | Uygulama
Miktari Tekrarlanabilirlik y Siiresi | Kolayhgi
QuEChERS + ++ + ++ +++
SPE ++ ++ + ++ +
SPME - +++ +++ + +++
LLE o+ + F++ +++ +
MSPE ++ ++ ++ + ++
SFE + ++ +++ ++ ++
SPE: Kati Faz Ekstraksiyon, SPME: Kati Faz Mikro Ekstraksiyon, LLE: Sivi-sivi Ekstraksiyon, MSPE:
Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon, SFE: Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon (+ diisiik, ++ orta, +++yiiksek).

1

2004 | 3

2011 M 129
2012 NN 221

2010 mmmm S1

2005 | 3
2006 1 5
2007 W 16
2008 M 26
2009 m 27

2003

2013 NN 225

2014 NSNS 300

2015 I 371

2016 I 389

2017 S 302

2018 I 457

2019 I 497

2020 I 496

2021 — 605
2022 I 553

2023 IS 174

Sekil 1. QUEChERS Metodunu Temel Alan Yayinlarin Yillara Gére Dagilimi (2003-2023) (Web ef Science Arama

Sonuglar1) (Web of Science, 2023).

Neden QuUEChERS?

QuEChERS ydnteminin avantajlari;
e Dabha az organik solvent kullanimi ve klorlu atik
olusturmamas sebebiyle kullanici ve ¢evre dostu bir
yontem oldugu soylenebilir.
e Kabul edilebilir

degerleri saglar.

geri  kazanim (recovery)

e Daha az islem basamag: ile hizli analiz imkani

saglar.

62

e Disiik maliyetlidir.
e Ayni anda birden fazla analitin analizine imkan

tanir.

QuEChERS yontemi, Michelangelo Anastassiades
tarafindan Wyndmoor/Pennsylvania/ABD’ de bulunan
USDA/ARS-ERRC’de Steven Lehotay’in postdoktora
ziyareti sirasinda 2001 ve 2002 yillarinda gelistirilmistir.
Ilk olarak,

ve tireostatlarin hayvan dokularindan analizi

veteriner ilaglar1 olan anthelmintikler

icin
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Asama 1:
Salting-Out
10 g Numune 10mlACN 4 grMgs04 ve 1 gr NaCl
. Vortex iglemi
Asama2:
Clean-up
) dSPE sarbentieri
Organik Faz {150 mg Mg504 ve

Y/

E :. :'

Santrifij Iglemi
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g 1I

Vortex Islemi

eaw.. 8

-~ Ofganik Faz
@ Sulu Faz
Santrifdy] Islemi
m m Supernatant viale alinir.
1l
Supernatant *] Kromatografik
Ak | Enjeksiyon
r ‘f = ® eksiy

Sekil 2. QUEChERS Asamalari (Casado ve ark., 2022 temel alinarak olusturulmustur).

kullanilmistir. Ancak, daha sonra polar ve 6zellikle bazik
bilesiklerin ekstraksiyonundaki yiiksek potansiyeli fark
edilmis ve ¢esitli modifikasyonlarla bitkisel materyallerin
pestisit kalint1 analizlerinde yiiksek geri kazanim degerleri
elde edilebildigi ortaya konulmustur. Bitki materyalindeki
pestisit kalintilarinin analizine yonelik bu yeni yontem, ilk
olarak 2002 yilinda Roma’da diizenlenen EPRW 2002°de
sunulmustur (Anastassiades ve ark., 2002; Anastassiades
ve ark., 2003; Quechers, 2023).

QuEChERS yo6ntemini kullanan bir analist, tek
basina 1-3 € degerinde tek kullanimlik malzemelerle
45 dakikada 8 numune hazirlayabilmektedir. Bu sayede
laboratuvar verimliligi; isgiicliniin azaltilmasi, sarf
malzeme tasarrufu, daha yiiksek numune verimi ve
azaltilmis atik tiretimi agisindan arttirilmis olur (Quechers,
2023).

Web of Science’da yapilan arastirmalara gore
QuEChERS yonteminin gelistirilmesinden itibaren 12
Haziran 2023’¢ kadar 4971 makale yayinlandigi ortaya
konmustur. Son yillarda, farkli matris tiirlerine sahip
¢ok sayida gida triiniinde ¢esitli kimyasal bilesiklerin
analizi i¢in birgok aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalar
sayesinde, pestisitler, veteriner ilaglari, mikotoksinler ve

diger kalint1 olusturan kimyasallar i¢in yontemin kapsami

63

olabildigince genisletilmistir (Rejczak ve Tuzimski, 2015;
Web of Science, 2023) (Sekil 1).

QuEChERS yo6ntemi, adindan da anlasilacagi
gibi uygulanmasi kolay, hizli, diisiikk maliyetli, az ¢6ziicii
kullanimi gerektiren ve genis bir analit yelpazesinin
analizini miimkiin kilan, giivenilir sonuglar veren bir
yontemdir (Rejczak ve Tuzimski, 2015). QuEChERS
yontemi ile elde edilen analitler, kromatografik (GC
ve/veya LC) yontemler ve kiitle spektrometrisi (MS)
kullanilarak analiz edilebilmektedir (Bioneks, 2023).

Metod Asamalari:
Stvi-sivi ekstraksiyonu (LLE), farkli ¢oziintirliiklere sahip
bilesikleri ayirmak i¢in uzun siiredir kullanilan etkili bir
yontemdir ve bu yontemde birbirine karismayan iki sivi
kullanilir (Majors, 2013). QuEChERS, asetonitril (ACN,
MeCN) kullanilarak stvi-sivi ekstraksiyonunu, MgS04
gibi tuzlarla salting-out islemi uygulanmasini ve dispersif
kat1 faz ekstraksiyonu (d-SPE) kullanilarak ekstraktin
saflastirilmasini igerir (Rejczak ve Tuzimski, 2015).
Matris (Ornek) ilk olarak sivi siv1 ekstraksiyon
metoduna tabi tutulur. Ornek santrifiij tiipii icinde ¢oziicii
(tipik olarak asetonitril) ile calkalanarak homojen bir form

elde edilir. Su ve suyla karisabilen bir organik ¢oziicii
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karigtmina inorganik bir tuzun eklenmesi, ¢oziiciiniin
karisimdan ayrilmasina ve iki fazli bir sistemin olugmasina
ile sonuglanir (ve bazen iiclincii bir faz ortaya koyar).
(Salting-Out) Devaminda kalan matris bilesenlerinin
sorbent (ler) tarafindan tutuldugu ve analitlerin ekstraktta
kaldig1 “dispersif kati-faz ekstraksiyonu” (dSPE) ile
QuEChERS siireci tamamlanmig olur (Biokiire, 2011;
Majors, 2013; Rejczak ve Tuzimski, 2015; Ibanez ve
Cifuentes, 2017; Varela-Martinez ve ark., 2020; Bioneks,
2023; Quechers, 2023) (Sekil 2 ve 3).

QuEChERS yonteminin ilk adiminda asetonitril,
aseton ve etil asetat gibi ¢oziiciiler tercih edilebilir
(Majors, 2013). Asetonitrilin daha ¢ok tercih edilmesinin
nedeni, segiciliginin digerlerine gore daha yiiksek
olmasindan ileri gelir. Bircok calismada, asetonitrilin diger
¢oziiciilere kiyasla suyun uzaklastirilmast konusunda
daha etkili oldugu belirtilmektedir. Asetonitril, lipofilik
madde miktarini azaltirken, polar olmayan ve nispeten
polar bilesikleri etkili bir sekilde ayirabilen bir organik
¢oziiciidiir. Bu nedenle, diger ¢oziiciilerden daha ¢ok
tercih edilir. (Ornegin; aseton ve etil asetat) Asetonitril,
suda ¢oziinebildiginden, numunelerin sulu fazina iyi bir
sekilde niifuz eder ve bu 6zelligiyle dikkat ¢ceker (Rejczak
ve Tuzimski, 2015; Varela-Martinez ve ark., 2020).

Asetonitrilin  bircok avantaji  vardir, gaz
kromatografisi (GC) analizlerinde buharlasma sirasinda
yiksek oranda genlesme hacmi verme egilimindedir
ve diger organik ¢oziiciilere gére daha az ugucudur. Bu
nedenle, drnek buharlastirildiginda asetonitril gaz fazina
geemez, bu da kromatografik uygulamalar igin istenen
bir sonugtur. Ancak lipitlerin asetonitrildeki ¢ozliniirligi
sinirhdir. Bu durum, lipitlerde ¢6ziinen pestisitlerin
analizini zorlastirabilir ve polar olmayan pestisitlerin
kaybina neden olabilir. Geri kazanim orant, lipid/¢6ziicii
boliinme katsayisiyla orantili olarak diiser. Bu da énemli
bir dezavantaj olarak degerlendirilir (Anastassiades ve
ark., 2002; Anastassiades ve ark., 2003; Anastassiades
ve ark., 2006; Rejczak ve Tuzimski, 2015; Ibanez ve
Cifuentes, 2017).

Inorganik bir tuzun suyla karisabilen bir organik
¢Oziicii karisimima eklenmesi, ¢oziicliniin karigimdan
ayrilmasina ve iki farkli fazin (bazen de ti¢ farkli fazin)
olugsmasina neden olur. Bu konuda Majors ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢aligmalarda; aseton, etil asetat,
metanol, etanol ve asetonitril gibi suyla karigabilen

organik maddeler i¢in salting-out sistemleri olusturulmus
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olup, geleneksel sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile
ayristirilamayan birgok analit basartyla ayristirilmistir.
Bu caligmalarda, yiliksek polariteye sahip ¢oziiciilerin
kullanildig1 deneyler sayesinde, farkli kimyasal yapidaki
tuzlarm, farkli konsantrasyonlarinin degisen derecelerde
faz ayrimma yol agtigimi ortaya konulmustur (Majors,
2013; Ibanez ve Cifuentes, 2017).

Ekstraksiyonun ilk asamasinda dikkat edilmesi

gereken ana hususlar sunlardir:

e  Ekstraksiyon solventi secimi ve numune/solvent
orani,

e  Numune miktari,

e Numune pH’sinmn geri kazamim degerleri
uzerindeki etkisi;

e  Fazayirmaicin kullanilan tuzlarin tiirii ve miktari
(Anastassiades ve ark., 2002; Schenck ve ark., 2002;

Anastassiades ve ark., 2003).

Ekstraksiyonun ikinci asamasi olarak kabul
edilebilecek  d-SPE
kullanilacagina matris tipine gore karar verilir;

asamasinda  hangi  sorbentin

e  MgSO4: Kalan suyu uzaklastirmak igin,

e  PSA (Primer-Sekonder Amin): organik asitlerin

uzaklastirilmasi igin,

e  Cl18: uzun zincirli yag asitleri ve polar olmayan

bilesiklerin uzaklastirilmasi igin,

e GCB (Grafitli Karbon): pigment, polifenol

ve karbonlarin uzaklastirilmas: i¢in  kullanilir
(Anastassiades ve ark., 2002; Anastassiades ve ark.,
2003; Anastassiades ve ark., 2006; Majors, 2007;
Lehotay ve ark., 2010).

Dispersif kat1 faz ekstraksiyonu (dSPE), cesitli
bilesiklerin analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
numune igleme teknigidir. Bu ydntem, sivi numunelere
kati bir sorbentin eklenmesi ve sorbent ile analit arasinda
kurulan bag sayesinde farkli analitlerin karmasik
matrislerden ayristirilmasina dayanir (Lehotay, 2011;
Anumol ve ark., 2017). dSPE, genis bir uygulama
yelpazesi bulan ve segici, saglam ve ¢ok yonlii bir teknik
olarak kabul edilmektedir (Islas ve ark., 2017).

dSPE, SPE

karsilastirildiginda, analitlerin veya matris bilesenlerinin

geleneksel yontemiyle

toplu ¢ozeltide ekstraksiyonunun gercgeklestirildigi

bir yontemdir. Bu nedenle, dSPE yontemi, vakum

manifoldlari, kolonlar, 6n sartlandirma adimlar1 ve ¢oziicii
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dSPE Uygulamasi:

Numune Sorbent

&v. 8

Vortex islemi

| Sorbent
= Analit
™ Analit haricindeki maddeler

[

Santrifiij islemi

S

Eliisyon islemi

Sekil 3. dSPE uygulamasi (Islas ve ark., 2017 temel alinarak olusturulmustur).

fraksiyonlarinin toplanmasi, ¢oziictilerin buharlagtirilmasi
dSPE’yi
geleneksel SPE yonteminden daha c¢ok tercih edilen bir

gibi asamalar gerektirmez. Bu avantajlar,
yontem haline getirmektedir (Majors, 2013).

Dispersiyon islemi tamamlandiktan sonra
ylizeyinde analit tutulan sorbent, santrifiijleme veya
filtrasyon gibi mekanik bir iglemle ayrilir. Kullanilan dSPE
teknigine gore sorbent, analiti veya matriste bulunan analit
harici diger maddeleri baglayabilir (Sekil 2 ve 3). Bu durum
temel alinarak santrfiij sonrasinda supernatant (Sekil 2 ve
3) veya ¢okelti kismi viale alinacaktir. dSPE’nin 6ne ¢ikan
ozellikleri, geleneksel tekniklere gore daha basit ve kolay
uygulanabilir olmasi, daha fazla numunenin daha kisa
siirede analiz edilebilmesine olanak tanimasi ve bdylece

numune isleme stiresinin kisaltilmasidir (Han, 2014).

Geleneksel dSPE’de kullanilan sorbent tiir ve
miktarlart
e 50 mg PSA,50 mg C18, 7,5 mg GCB,150 mg
MgSO, (2mL)
e 400 mg PSA,400 mg C18, 60mg GCB,1200 mg
MgS04 (15mL)

QuEChERS yoéntemiyle ilgili en biiyiik zorluk,
ayn1 zamanda en blylik giicii olarak belirtilen son
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derece esnek bir metodolojiye sahip olmasidir. Bu,
analiz edilecek materyale/materyallere gore ¢ok sayida
farkli modifikasyonun kullanimi anlamma gelmektedir.
Bu modifikasyonlar kiigiik veya biiyiik olabilir. Ancak,
yontemin uygulandigi yiizlerce iiriinde birgok pestisit
icin yiiksek geri kazanim ve saglam sonuglar saglamasi,
bu dezavantaji ortadan kaldirmaktadir (Perestrelo ve ark.,
2019).

“Analitik yontemler dis fir¢asi gibidir ve herkes
kendi fir¢asim1 kullanmay1 tercih eder” benzetmesinde
belirtildigi literatiirde
QuEChERS’in iki resmi versiyonunda sadece Kkisisel

gibi, orijinal yOntem veya

tercihlere veya smirli deneylere dayanan birgok
degisiklik mevcuttur. Bazi durumlarda, yontemi belirli bir
uygulamaya daha uygun hale getirmek icin degisiklikler
gerekebilir, ancak ¢ogu calismada yapilan degisikliklerin
sadece projeleri veya yayinlar1 daha iyi gerek¢elendirmek
icin farkli bir sey yapma ihtiyacindan kaynaklandigi

sOylenebilir (Lehotay ve ark., 2010).

Quechers Metodlar1

Temelde ii¢ QuEChERS metodundan bahsedilebilir.
Bunlardan ikisi halihazirda resmi olarak valide metodlardir
(AOAC method 2007.01, EN method 15662).
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Orjinal QuEChERS metodu (tamponsuz)
° 4 veya 6 g MgSO4, 1 veya 1.5 g NaCl

AOAC metod 2007.01 (AOAC) (Resmi Metod)
° 6 g MgS04, 1.5 g Na Asetat (Tampon)

EN metod 15662 (CEN) (Resmi Metod)
° 4 g MgS0O4, 1 g NaCl, 1 g Na Sitrat, 0.5 g
disodyum sitrat seskihidrat (Tampon) (Lehotay, 2007;
CEN, 2008; Agilent, 2010; Gonzalez-Curbelo ve ark.,
2015).

QuEChERS Modifikasyonlar:

Ornek matrisinden elde edilecek analitin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine gére QUEChERS metodunda ¢esitli
modifikasyonlara ihtiya¢ duyulabilmektedir.

Tahil numuneleri, su igerigi diisik (%25’in
altinda) matrislere sahip olduklari igin, analitlerin numune
matrisiyle olast etkilesimlerini azaltmak ve sonug olarak
numune matrisini kolayca ayristirilabilir hale getirmek
icin asetonitril eklenirken belirli bir miktar da su ilave
edilmesi gerekmektedir (Mastovska ve ark., 2010).

Bazi analitler (6rnegin pestisitler), MgSO4
ekleme islemi sirasinda hidrasyon reaksiyonuna
girerek numune sicakligini 45°C’nin {izerine ¢ikaran
ekzotermik bir reaksiyon meydana getirebilirler. Bu
reaksiyon analitlerin geri kazanimini olumsuz yonde
MgS0O4 ve NaCl

eklenmeden Once numunenin buzdolabinda 30 dakika

etkileyebilmektedir. Bu nedenle,
saklanmasi veya ekstraksiyon islemi sirasinda soguk su
(<4°C) eklenmesi, bu olumsuz etkiyi azaltabilir. pH’s1
degisken olan analitlerde, pH’s1 5-5.5 araliginda tutarak
bu analitlerin bozulmasimni o6nlemek igin, MgSO4 ile
birlikte trisodyum sitrat dihidrat, disodyum hidrojensitrat
seskihidrat veya asetik asit/sodyum asetat tamponlarindan
birinin baglangi¢ asamasinda eklenmesi, genellikle
kullanilan bir yontemdir (Gonzalez-Curbelo ve ark.,

2012).

QuEChERS Uygulama Alanlari

Giiniimiizde diinya genelinde siirekli artan niifusu
beslemek i¢in gida {iretimini arttirma davranisi, pestisit
kullaniminin yayginlagmasina yol agmistir. Bu nedenle,
cok smifli pestisit kalinti analizine yonelik yontemler
biiyiik ilgi gérmeye baglamistir (Lehotay ve ark., 2010;

Santana-Mayor, 2019).
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Coklu pestisit kalinti taramasi i¢in kullanilan
birgok yontem (MRM’ler), karmasik, zahmetli, zaman
alict ve yiiksek miktarda ¢oziicii gerektiren pahali
yontemlerdir. Bu nedenle laboratuvarlar, analizler igin
harcanan siire goz Oniine alindiginda istedikleri sayida
numuneyi analiz edemezler (Varela-Martinez, 2020).
Ayrica, yaygin olarak kullanilan bu tarama yontemleri ile
bazik, asidik ve ¢ok polar bilesikler gibi birgok 6nemli
analit ayn1 anda tatmin edici bir sekilde elde edilemez.
Bu tiir analitleri elde etmek i¢in laboratuvarlarin, tek
bir analit elde etmeyi hedefleyen yontemleri uygulamasi
gerekebilir, ancak bu da genellikle miimkiin degildir.
Bu yontemlerin zorluklar1 ve yiiksek maliyetleri, ¢cogu
laboratuvar tarafindan rutin olarak kullanilmamasina ve
bu nedenle birgok pestisidin tespit edilememesine yol agar
(Rejczak ve Tuzimski, 2015; Varela-Martinez, 2020).

QuEChERS, 2003 yilinda piyasaya siiriildiikten
sonra, diinya c¢apinda pestisit kalintilar1 taramasi igin
kabul goren bir yontem haline gelmistir. Geleneksel olarak
sivi-kat1 ekstraksiyonu, ardindan sivi-sivi ekstraksiyonu
ve daha yakin zamanda kati faz ekstraksiyonu
kullanilarak numune hazirhgr yapilmaktadir. Birgok
arastirma makalesinde, QuUEChERS analitik yaklagimi1
kullanilarak ¢ok c¢esitli gida maddelerinde ¢oklu pestisit
kalintilar1 taramasi yapilmistir. Pestisit kalintilariin
ekstraksiyonunda QuUEChERS yo6nteminin kullanilmasina
dair 6rnekler Tablo 2’de 6zetlenmistir.

QuEChERS yontemi resmi olarak ilk kez pestisit
analizleri i¢in yaymlanmis olmasma ragmen gelistirme
asamasinda veteriner ilaglarin analizinde kullanilmistir.
2006). Gidalarda

veteriner ilaglari, alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi

(Anastassiades ve ark., bulunan
veya insanlarda kullanilan antibiyotiklere karsi direng
olusturabilecegi i¢in toplum ag¢isindan potansiyel bir risk
olusturur. QUEChERS yaklagimi, pestisit analizi digindaki
potansiyelini fark edilir sekilde ortaya koymustur ve
halihazirda farkli veteriner ilaglarinin analizlerinde aktif
olarak kullanilmaktadir (Tablo 3).

Tahillar, konsantre yemler, silajlar gibi hayvan
yemlerinin yani sira sebze, meyve, baharat gibi insanlar
tarafindan tiiketilen diger tarim tiriinleri, mikotoksinlerle
kontamine olabilir. Kontamine gida ve yemlerin kronik
tiiketimi, insanlarda ve hayvanlarda immiinsiipresyon,
karsinojenisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite ve {ireme
bozukluklar1 gibi
(Gonzalez-Jartin, 2021). Mikotoksin toksisitesi ¢ok diisiik

saglik sorunlarmma neden olabilir
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Tablo 2. Pestisit Analizi icin Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Yéntemini Kullanan Caligmalar.

. Matris QuEChERS Geri Kazanim ve Analiz
Analit Sayis: tipi Modifikasyonu Tekrarlanabilirlik LOQ (mg/ke) Yontemi Referans
QuEChERS metodunda
ekstraksiyon kismi ACN,
. Midye, MgS04/NaCl ile, clean- o/, o o UHPLC- Diallo ve
204 Pestisit | joindve | up kismiise MgSod/ | 06-8776 RSD%<20% | 0,01-0,1 QTOF-MS | ark., 2022
PSA/C18, non-diliisyon
ile gergeklestirilmistir.
.. European Union 76—112%; RSD% GS-MSMS Oymen ve
346 Pestisit Bal SANTE/2019/12682 <20% 0.002-0.008 |y« MsMS | ark..2022
Tereyag,
Koyun
Don yagl, 415 o/ _ 0/ (0,
107 Pestisit | Domuz Cesitli dSPE 70%-120% (%RSD 0,01-0,05 LcMsMs | Zhaove
Yagi uygulamalar1 <20%) ark., 2022
Tavuk
Yagi

Tablo 3. Veteriner Ilaglarmin Analizi icin Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Yéntemini Kullanan

Calismalar.
Analit Matris tipi QuEChERS Geri Kazanim LOQ Analiz | o ferans
Sayisi P Modifikasyonu ve Tekrarlanabilirlik (mg/kg) Yontemi
Adsorbent olarak
Fe304-MWCNT ler o o
48 Analit Yumurta kullanilan modifiye bir 60,5%-114,6% 0.01-0.001 UHPLC- | Xu ve ark.,
QuEChERS yontemi ile RSDs <20% T MSMS 2019
gerceklestirilmigtir.
9 Analit EN Metod, o
Su SANTE/12682/2019 85.4-113,3% 0.002-0.005 UHPLC- | Liveark.,
(Betalaktam Uriinleri 94RSD: <15% ’ ’ MSMS 2022
Antibiyotikler) o ?
17 Analit UHPLC-
Hayvansal Orbit Dai ve
. EN15662 72-117% 0,001-0,002 | Q-Orbitrap
(Klorpromazin ve Gida MS ark., 2023
Metabolitleri)

konsantrasyonlarda ortaya cikar, bu nedenle karmasik
ve zorlu matrislerde bu toksinlerin tespiti ve miktarmin
belirlenmesi icin hassas ve giivenilir analitik yontemlere
ihtiya¢ duyulur (Rahmani ve ark., 2009). Mikotoksin
QuEChERS

yontemi uygulanmasinin seg¢ilmis ornekleri Tablo 4’te

kalintilarinin ~ ekstraksiyonu  amacryla
Ozetlenmistir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), iki
veya daha fazla aromatik halka igeren organik bilesikler
sinifin1 temsil eder. Bir¢ok farkli PAH, ¢esitli yanma ve

piroliz siiregleri sirasinda agiga ¢ikabilir ve bu nedenle
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PAH’lar, potansiyel toksisite ve karsinojenite kaynaklar1
olarak kabul edilir (El Azab, 2022). Gida matrisleri,
ozellikle karmasik yapilar1 nedeniyle, izole edilmesi
ve analizi zor olan diisiik seviyelerde PAH’lar icerebilir
(Efsa, 2008).
PAH’larin geleneksel ekstraksiyon yontemleri

genellikle;

° hekzan veya metilen kloriir gibi polar olmayan

veya diislik polar ¢oziiciilerle
Soxhlet ydntemiyle

e  veya ekstraksiyon ve

ardindan suda ¢Oziinen istenmeyen madddeleri
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Tablo 4. Mikotoksinlerin Analizi i¢in Ornek Hazirlama Asamasinda QuEChERS Y &ntemini Kullanan Calismalar.

Analit Matris tipi QuEChERS Geri Kazanim LOQ Analiz Referans
Sayis1 P Modifikasyonu | ve Tekrarlanabilirlik (mg/kg) Yontemi
9 Mikotoksin, d-SPE: clean-
Akrilamid, Biskiivi up (Asa}ma-Z) 7.11-115,59%, 0,00002-0,005 UHPLC- | Long ve ark.,
Sorbent: EMR- %RSD <15% MS/MS 2023
5-Hidroksimetilfurfural lipid ¢ ¢
EN15662 0020282 | UHpLC- | Rodriguez-
1 1 1 0, V) 0, > > A4
32 Mikotoksin Peynir QUEChERS >70%, %RSD <15% (ug/kg) MS/MS Canazs()\;::3 ark.,
Tablo 5. PAH Analizinde Kullanilmis QuEChERS Yéntemlerine Ornekler.
Analit Matris QuEChERS Geri Kazamim LOQ Analiz Referans
Sayisi tipi Modifikasyonu ve Tekrarlanabilirlik (mg/kg) Yontemi
7 mL ACN, yarim
gram NaCl ve 2
g MgSO04, clean-
up agamasinda
ise 0,6g susuz 85,57-109,64%; ) )
13 PAH Pﬁ::;a MgSO4 ve 0.07g 0%5 /]1’1)28 GS-MS Elzlgzng’
PSA %RSD <10%, gxe
EN Metod 15662:
4 g MgS04;
Balik ngriI:;‘gl; ! 83,87-98,10%; Tidiane
20PAH | L. ot et 2 GS-MSMS | Dione ve
. > %RSD <1% ark., 2022
0,5 g disodyum
hidrojen-sitrat
seskihidrat
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