Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2024; 35 (1): 91-98
doi: https://doi.org/10.35864/evmd.1470307

Ozgiin Arastirma
Original Article
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Ozet: Betametazon, deksametazon, prednizolon ve metilprednizolon biiyiikbas hayvanlarda glukokortikoidlere
duyarli gesitli akut ve kronik hastaliklarda yaygin olarak kullanilan sentetik glukokortikoidlerdir. Glukokortikoidler stitte
kalintiyapmalari sonucu insanlarda ciddi saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Bu calismada, sttte glukokortikoidlerin
belirlenmesine yonelik hassas metodun secilebilmesi icin sivi-sivi ekstraksiyon (liquid liquid extraction, LLE), kati faz
ekstraksiyon (solid phase extraction, SPE) ve dispersif kati faz ekstraksiyon (dispersive solid phase extraction, DSPE)
metotlari karsilastiriimis ve en hassas metot secilerek metodun performans 6zelliklerinin belirlemek icin gecerli
kilma ¢alismalari yapiimistir. Kromatografik ayirim, Diyot Dizi Dedektori (Diode Array Detector, DAD) ile butunlesik
Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ile gerceklestirilmistir.
Betametazon 0,12 pg/kg, 0,3 pg/kg, 0,45 pg/kg seviyesinde analit eklenmis orneklerin geri alimi %97 ila %102
arasinda, deksametazon 0,12 pg/kg, 0,3 pg/kg, 0,45 pg/kg seviyesinde analit eklenmis érneklerin geri alimi %97 ila
%102 arasinda, metilprednizolon 0,2 pg/kg, 2 pg/kg, 3 pug/kg seviyesinde analit eklenmis 6rneklerin geri alimi %94
ila %100 arasinda, prednizolon 0,6 pg/kg, 6 pg/kg, 9 pg/kg seviyesinde analit eklenmis drneklerin geri alimi %97
ila %99 arasinda degismistir. C8 kartus ile valide edilmis ekstraksiyon yéntemi, siitte deksametazon, betametazon,
prednizolon ve metilprednizolonun kantitatif taramasi igin glvenilir ve basit bir metot olup ginlik laboratuvar
kullanimina uygun olabilecegdi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: dispersif kati faz ekstraksiyon, HPLC, kati faz ekstraksiyon, sivi sivi ekstraksiyon, st

Comparison of methods for the analysis of Glucocorticoids in milk

Abstract: Betamethasone, dexamethasone, prednisolone and methylprednisolone are synthetic glucocorticoids
that are widely used in various acute and chronic diseases sensitive to glucocorticoids in cattles. Glucocorticoids can
cause serious health problems in humans as a result of residues in milk. In this study, in order to choose the sensitive
method for the determination of glucocorticoids in milk, liquid-liquid extraction(LLE), solid phase extraction(SPE) and
dispersive solid phase extraction(DSPE) methods were compared and the most sensitive method was selected and
validation studies were carried out to determine the performance specifications of the method. Chromatographic
separation was performed by Agilent 1100 series High Performance Liquid Chromatography (HPLC) combined with
Diode Array Detector (DAD). The recovery of samples spiked with betamethasone 0.12 ug/kg, 0.3 pg/kg, 0.45 g/
kg ranged from 97% to 102%, the recovery of samples spiked with dexamethasone 0.12 ug/kg, 0.3 pg/kg, 0.45 pg/
kg ranged from 97% to 102%, the recovery of samples spiked with methylprednisolone analyte at 0.2 pg/kg, 2 pg/
kg, 3 ng/kg ranged from 94% to 100%, and the recovery of samples spiked with prednisolone at 0.6 pug/kg, 6 pg/kg,
9 ng/kg ranged from 97% to 99%. The validated extraction method using the C8 cartridge is a reliable and simple
method for the quantitative screening of dexamethasone, betamethasone, prednisolone and methylprednisolone
in milk and may be suitable for routine laboratory use.

Keywords: dispersive solid phase extraction, HPLC, liquid liquid extraction, milk, solid phase extraction

Giris

Glukokortikoidler, adrenal korteks tarafindan sal-
gilanan metabolizma ve bagisiklik fonksiyonlarinin
yuritilmesini dizenleyen steroid hormonlardir (Luo
ve ark., 2005; Dirikolu, 2013). Sentetik glukokortiko-
idler, dogal bir glukokortikoid olan kortizolin kim-
yasal yapisinda yapilan modifikasyonlar ile anti-inf-
lamatuar glict arttirilip ve mineralokortikoid etkileri
azaltilarak gelistirilmistir (Buchwald ve Bodor, 2004;

Schimmer ve Funder, 2022). Genis fizyolojik ve far-
makolojik etkilerinin bir sonucu olarak, glukokorti-
koidler en cok kullanilan veteriner ilag siniflarindan
biridir. Sentetik glukokortikoidlerin buylkbas hay-
vanlarda enfeksiydz, metabolik ve inflamatuar hasta-
liklardaki terapotik uygulamalarin yani sira; buzagi-
larda, bogalarda ve Uretken ddngulerinin sonundaki
yasl ineklerde buylime destekleyicileri olarak kulla-
nimlari yaygindir (Courtheyn ve ark., 2002). Gluko-
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kortikoidler, insan sagligini olumsuz yonde etkileyen
immunosupresyon, osteoporoz, obezite ve diyabet
gibi bir¢ok yan etkiye neden olduklarindan siit gibi
hayvansal gidalardaki kalintilarinin tespiti 6nem arz
etmektedir (Schacke, Docke ve Asadullah, 2002). Te-
rapotik endikasyonlari nedeniyle, hayvan yetistiricili-
ginde deksametazon, betametazon, prednizolon ve
metilprednizolonun uygulanmasina izin verilmekte-
dir ve Avrupa Birligi dizenlemeleri ile uyumlu olarak
Turkiye'de tiketime yonelik stt ve hayvansal doku-
larda maksimum rezidi limitleri (MRL) belirlenmistir.
Sutte MRL degerleri betametazon ve deksametazon
icin 0,3 pg/kg, prednizolon ve metilprednizolon icin
ise sirasiyla 6 pg/kg ve 2 pg/kg'dir (TC Tarim ve Or-
man Bakanligi, 2017).

Glukokortikoidlerin siitte tespiti icin bircok metot
gelistirilmistir (Guo ve ark., 2024; Caretti ve ark.,
2010; Malone, Elliott, Kennedy ve Regan, 2010). Bu
calismanin amaci glukokortikoidlerin sltte tespiti
icin tercih edilen metotlardan sivi-sivi ekstraksiyon,
kati faz ekstraksiyon ve yeni nesil yaklasimlardan
dispersif kati faz ekstraksiyon metotlarinin karsilas-
tirllarak en hassas metodun validasyonunu gercek-
lestirmektir.

Kati Faz Ekstraksiyon; analitin, kati faz (sorbent)
ile analiti iceren sivi faz arasinda dagilim katsayisina
uygun olarak bolinmesi, analitin kati faza adsorpsi-
yonu ve ardindan kati fazdan daha fazla tercih ettigi
organik ¢dzticu ile ellie edilmesi esasina dayanir. Van
der Waals, hidrojen baglanmasi, dipol-dipol veya
elektrostatik (iyon degisimi) gibi farkli etkilesimle-
re dayanan mekanizmalar ekstraksiyonda rol oynar
(Otles ve Kartal, 2016).

Sivi-sivi ekstraksiyon; analitin, sulu faz ve orga-
nik faz arasinda belirli bir oranda kendisini dagitabil-
mesi prensibine dayal olarak calisan bir ydntemdir.
iyonize olmayan analitlerin polar fazdan polar olma-
yan organik faza aktarilmasi asit-baz kimyasi geregi
analitin ylksiz hale gecebilmesi sonucu gergekle-
sir. Analitin ylksulz hale gecebilmesi, sulu fazin pH’
sinin, analit asidik iyonlasma sabiti (pKa)degerine
gore ayarlanmasi ile saglanir (Kyle, 2017).

Dispersif kati faz ekstraksiyonu; analiti iceren
sivi fazda, kati fazin (sorbent) dagilmasina prensi-
bine dayali olarak calisan bir yontemdir. Dispersi-
yon sonrasi, ylzeyinde tutunan analitlerle birlikte
sorbent, santrifijleme veya filtreleme gibi mekanik
bir islemle ayrilarak ylizeyinde adsorbe edilmis ana-
litlerin organik ¢ozlcu ile ayristirlmasi amaclanir.
Kati faz ekstraksiyonda oldugu gibi sorbentin yapi-
sal 6zelliklerine gore elektrostatik etkilesimler, hid-
rojen baglari, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik

ve hidrofilik etkilesimler ve dipol-dipol baglari gibi
etkilesimler s6z konusudur (Islas, Ibarra, Hernandez,
Miranda ve Cepeda 2017).

Metot karsilastirmasi icin tercih edilen metot-
lardan geri alimi ylksek olan metot, matrix-matc-
hed kalibrasyon yontemlerinden biri olan standartla
glclendirilmis matriks yontemi kullanilarak her bir
analit icin ayri ayri 2021/808/EU yonetmeligine gore
valide edilmistir (The European Commission, 2021).

Bu calismada, sltte glukokortikoidlerin belir-
lenmesine yonelik hassas metodun secilebilmesi icin
sivi-sivi ekstraksiyon (liquid liquid extraction, LLE),
kati faz ekstraksiyon (solid phase extraction, SPE) ve
dispersif kati faz ekstraksiyon (dispersive solid pha-
se extraction, DSPE) metotlarinin karsilastiriimasi ve
en hassas metodun performans Ozelliklerinin be-
lirlemesi icin gecgerli kilma calismalarinin yapilmasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Reaktifler ve Kimyasallar Calismada; Metanol
(%99, HPLC dizey), asetonitril, diklormetan, sodyum
dihidrojen fosfat dihidrat, disodyum hidrojen fosfat,
formik asit, izopropanol, heptan, etil asetat, trietila-
min, asetik asit, sodyum hidroksit (Isolab Chemicals,
Almanya), oktil silika (C8) ters faz kartus(500 mg/6
ml), oktadesil silika (C18) sorbent (United Chemical
Technologies, USA) kullanilmistir.

Standart maddeler Calismada; Betametazon, dek-
sametazon, prednizolon ve metilprednizolon refe-
rans standartlar (Sigma-Aldrich, USA) kullaniimis-
tir. Standart maddelerin stok ¢ozeltileri metanol
(MeOH) icerisinde 1 mg/ml seviyesinde hazirlanmis
ve -20°C ‘de muhafaza edilmistir.

Analitik cihazlar Kromatografik analizler Agilent
1100 serisi Diyot Dizi Dedektort (Diode Array De-
tector, DAD) ile butlnlesik Yiksek Persformansli Sivi
Kromatografi (High Performance Liquid Chroma-
tography, HPLC) ile degerlenmistir. Hedef analitlerin
tespiti Agilent XDB-C18 kolon (150 mm x 4,6 mm,
5 um) ile saglanmistir. Mobil faz akis hizi 0.7 ml/
dk, akis sekli izokratik ve cihaz metot stresi 4 dk'dir.
Cihaz kolonu sicakhgi 40°C ve enjeksiyon hacmi 10
pl'dir. Mobil faz A: su/formik asit (%0,1), B:metanol-
dir.

Ekstraksiyon yontemleri Kati faz ekstraksiyonda
kartus aktivasyonu (sartlandirma) igin 3 ml metanol
ve 3 ml fosfat tampon ph 6,8 kullaniimistir. Ardindan
MRL diizeyinde analit iceren 5 ml st 6rnegi ve 2
ml fosfat tampon ph 6,8 kartustan gegirilmis, en son
1 ml heptan ile kartustan kirlilige neden olabilecek
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molekuller uzaklastiriimistir. Elisyon 5 ml trietila-
min/etilasetat (10:90, h/h) ¢ozeltisi ile gerceklestiril-
mistir. ElGat nitrojen gazi altinda 40°C'de tamamen
kuruyana kadar bekletilmis ve 100 yl metanol ile ¢o-
zlilerek HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sivi sivi ekstraksiyonda 5 ml MRL diizeyinde
analit ihtiva eden sit 6rnegi 50 ml'lik polipropilen
tlpe alinarak Uzerine ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak
diklormetan/izopropanol (75:25, h/h) ¢ozeltisinden
5 ml eklenmistir. Orbital calkalayicida 30 dk boyunca
calkalama sonrasi ellat ve slt drnegdinin ayrimi igin
5000 rpm de 10 dk santriftj edilmis ve supernatant
uzaklastinlmistir. ElGat nitrojen gazi altinda 40°C'de
tamamen kuruyana kadar bekletilmis ve 100 ul me-
tanol ile ¢dzllerek HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Dispersif kati faz ekstraksiyonda MRL duzeyin-
de analit ihtiva eden 5 ml stit 6rnegi 50 ml'lik bir po-
lipropilen tlpe alinarak tzerine 10 ml etil asetat ila-
ve edilip vorteks yardimiyla karistiriimis ve 30 dakika
boyunca calkalanmistir. Ornek karisimi 5000rpm’de
5 dakika boyunca santrif(ij edilip ve -20°C'de 6 saat
streyle dondurulmustur. Ekstrakt bir tlipe aktarilarak
nitrojen altinda kuruyana kadar buharlastirildiktan
sonra 1 ml asetonitril/su c¢ozeltisi (20:80, h/h) ice-
risinde yeniden ¢6zilmus, karisim, 50 mg C18 sor-
benti iceren 10 ml'lik bir santrifj tipine aktariimis-
tir. Tip 1 dk boyunca kuvvetlice calkalandiktan sonra
5000 rpm'de 5 dakika boyunca santriflij edilmistir.
ElUat tlpe aktarilarak nitrojen altinda kuruyuncaya
dek buharlastiriimis ve 100 yl metanol ile ¢ozilerek
HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Bulgular

Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi
Parametreleri

Glukokortikoidlerin kantitatif tespitinde, mobil fazin
asidik yapisini ayarlayabildigi ve hedef analitin iyo-
nizasyonunu arttirarak polaritesini degistirmeyi ve
kolon alikonma siiresini degistirdigi icin mobil fazda
formik asit kullanilmistir (Dolan, 2017).

Hedef analitlerin kolon alikonma zamanlarinin
ve dalga boylarinin tespit edilebilmesi icin, MRL de-
gerinin 0,5 ve 1 kati diizeyinde analit eklenerek eks-
traksiyonu yapilan bos (kor) sit drnekleri, bos (kor)
olarak ektraksiyonu yapilmis cihaz analizinden &nce
tzerine 0,5 MRL ve 1 MRL diizeyinde analit eklene-
rek hazirlanan stt ornekleri (matriks eklenmis stan-
dartlar) ve 0,5 MRL ve 1 MRL calisma seviyelerinde
hazirlanan analit saf standartlari halinde hazirlana-

rak ayni kosullar altinda HPLC'de analiz edilmistir.
Validasyonlarda matrix-matched kalibrasyon yonte-
mi kullanildigr icin matriksle gii¢lendirilmis standart-
lar analitik ydntemin performans kriterlerinin arasti-
rilmasi ¢alismalarinda yer almistir. Yapilan bu ¢alisma
sonucu analitlerin, ekstrakttaki alikonma surelerinin,
+ 0,1 dakikalik bir toleransla kalibrasyon standartla-
rina, matriksle giiclendirilmis standartlarina karsilik
geldigi 2021/808/EU yodnetmeligi gerekliligini kar-
siladigi gortlmustir. Daha 6nce yapilan bir ¢alisma
ile uyumlu olarak, analitlere ait dalga boylarinin ayni
oldugu gorilmis ve analitlere 6zgi dalga boylari ve
alikonma zamanlari Tablo 1'de sunulmustur (Ano-
nim, 2011).

Tablo 1. Hedef analitler icin alikonma zamanlar ve dalga
boylari

Analit AI|kon{:i*§aman| Da(lgra"gf;yu
Betametazon 1.92 254
Deksametazon 1.92 245
Prednizolon 1.92 254
Metilprednizolon 1.92 254

*Dakika **Nanometre

Metot Karsilastirma Calismalari

Calismada secilmis olan glukokortikoidler nonpolar
davranis sergileyen ndtr maddelerdir (A. Tolgyesi,
L. Télgyesi, Sharma, Sohn ve Fekete, 2010). Gluko-
kortikoidlerin kati faz ekstraksiyon ve dispersif kati
faz ekstraksiyonlarinda, hidrofobik etkilesimleri ve
yapilarindaki uzun karbon zincirleri nedeniyle po-
lar olmayan analitlerin ekstraksiyonunda tercih
edilen C8 ekstraksiyon kartuslari ve C18 sorbentleri
kullanilmistir (Anonim, 2023 ). Ekstraksiyon sol-
ventleri sivi-sivi ekstraksyion, kati faz ekstraksiyon ve
dispersif kati faz ekstraksiyonlari igin sirasiyla diklor-
metan/izopropanol (75:25, h/h), trietilamin/etilase-
tat (10:90, h/h) ve etil asetattir. MRL diizeyinde analit
iceren slt ornekleri g farkli metotla on tekrar yapi-
larak analiz edilmis ve tim hedef analitler icin kati
faz ekstraksiyon metodunun en yiksek geri kazani-
ma ve tekrarlanabilirlige sahip oldugu belirlenmistir.
Dispersif kati faz ekstraksiyonda her bir analit icin
MRL dizeyinde yapilan calismalarda HPLC-DAD'da
sinyal gurdlta ayrimi gergeklesmemistir. Kati faz ve
sivi faz ekstraksiyonlara ait tekrarlanabilirlik standart
sapmasi ve % geri kazanim degerleri Tablo 2'de yer
almaktadir.
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Tablo 2. Kati faz ve sivi-sivi faz ekstraksiyonlara ait tekrarlanabilirlik standart sapmasi ve % geri kazanim degerleri

Kati Faz Ekstraksiyon

Sivi Sivi Faz Ekstraksiyon

Analit Adi Geri Kazanim (%) Tekra;lai\atl,)lllrllk Geri Kazanim (%) Tekra;la:\a:)lllrllk
(n=10) RSD* (%) (n=10) RSD* (%)
(n=10) (n=10)
Betametazon 101 7,0 81,3 17,6
Deksametazon 96,3 94 82,8 21,8
Prednizolon 98 41 79,3 13,8
Metilprednizolon 99,2 7.2 81,7 18,5

RSD*: Bagil Standart Sapma

Metot Validasyonu

GCalismada yer alan glukokortikoidlerin HPLC-DAD'da
alikonma zamanlari ve UV spektrumundaki absorp-
siyon maksimumlari (dalga boyu) ayni oldugu igin,
yontemin performans &zellikleri her bir glukokor-
tikoid igin ayri ayr validasyon calismasi yapilarak
belirlenmistir. Yontem sirasi ile betametazon-dek-
sametazon icin 0 ug/kg (kor), 0,12 pg/kg, 0,3 pg/
kg, 0,45 pg/kg, 0,6 pg/kg, prednizolon igin 0 pg/kg
(kér), 0,6 ug/kg, 6,0 pg/kg, 9,0 pug/kg, 12,0 ug/kg ve
metilprednizolon icin 0 pg/kg (koér), 0,2 pg/kg, 2,0
Ma/kg, 3,0 ng/kg, 4,0 pg/kg dogrusal calisma ara-
liklarinda standartla gliclendirilmis matriks yontemi
kullanilarak HPLC-DAD'da kantitatif tarama metodu
olarak gecerli kilinmistir. Farmakolojik aktif madde
grubunda yer alan hedef analitlerin kantitatif tarama
metodu olarak gegerli kilma calismalari 2021/808/
EU yonetmeliginde yer alan kriterler cercevesinde
gerceklestirilmisti.  2021/808/EU  yonetmeliginde
“Spesifik bir farmakolojik aktif madde igin, MRL'nin
0,1 kati bir konsantrasyonun dogrulanmasinin makul
bir sekilde elde edilemedigi durumlarda, MRL'nin 0,1
kati olan konsantrasyonun, makul olarak ulasilabilir
olan MRL'nin 0,1 kati ile 0,5 kati arasindaki en dlstk
konsantrasyon ile degistirilebilir” ifadesine uygun
olarak deksametazon ve betametazon icin 0,4 MRL,
prednizolon ve metilprednizolon icin 0,1 MRL kon-
santrasyon diizeyi lineer olarak tespit edilmistir.

Kalibrasyon egrileri, analit pik alanlarinin analit
konsantrasyonlarina karsi oranlarinin grafiginin cizil-
mesiyle elde edilmis ve sonugclar dogrusal regresyon
kullanilarak analiz edilmistir. Kalibrasyon egrileri R?
degerleri 0,996-0,997 araliginda tespit edilmistir.

Metodun dogrulugu, gerceklik (% geri kaza-
nim) ve kesinligi (tekrarlanabilirlik ve laboratuvar igi
tekrar Uretilebilirlik) belirlenerek degerlendirilmistir.
Geri alimi ve kesinligi (tekrarlanabilirlik ve laboratu-
var ici tekrar Uretilebilirlik) degerlendirmek igin sira-
si ile betametazon ve deksametazon igin 0.12 pg/

kg, 0.3 pg/kg, 0.45 pg/kg, prednizolon icin 0,6 pg/
kg, 6,0 png/kg, 9,0 ug/kg ve metilprednizolon igin 0.2
Mg/kg, 2,0 pug/kg ve 3,0 pg/kg konsantrasyon sevi-
yelerinde standart ¢ozeltileri ile glglendirilmis bos
(kor) sut ornekleri kullaniimistir. Her konsantrasyon
seviyesinde gug¢lendirilen érnekler, her biri farkli bir
glinde ve her biri alti tekrar halinde olmak Uzere (g
seri halinde analiz edilmistir. Geri kazanimlar, ana-
lit eklenen 6rneklerin belirlenen konsantrasyonlari-
ni, hedef seviyelerle karsilastirilarak hesaplanmistir.
Betametazon 0,12 pg/kg, 0,3 pg/kg ve 0,45 pg/kg
seviyesinde analit eklenmis 6rneklerin geri alimi
%97 ila %102 arasinda, deksametazon 0,12 pg/kg,
0,3 ng/kg ve 0,45 pg/kg seviyesinde analit eklenmis
orneklerin geri alimi %97 ila %102 arasinda, metilp-
rednizolon 0,2 pg/kg, 2,0 ug/kg ve 3,0 pg/kg sevi-
yesinde analit eklenmis 6rneklerin geri alimi %94 ila
%100 arasinda, prednizolon 0,6 pg/kg, 6,0 pg/kg ve
9,0 ng/kg seviyesinde analit eklenmis 6rneklerin geri
alimi %97 ila %99 arasinda degismistir ve 2021/808/
EU yonetmeligine goére minimum kabul edilebilir
% geri kazanim degeri saglanmistir (< 1 pg/kg igin
%50-%120 ve > 1 pg/kg - 10 pg/kg igin %70-%120).
t-testi ile kontrol edilen geri alim sonuglart %95 gui-
ven araliginda serbestlik derecesi 54 icin 1,42 ve
1,60 arasinda degiserek t tablo(a=2,00) degerinden
kiicik oldugundan gercek degere yakin oldugu ka-
bul edilmistir. Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik
sonuglari Horwitz esitliginden hesaplanan %RSD, ..
degerleri kiyaslanarak %RSD < %RSDkritik(< 10 pg/
kg icin %30) kosulunu sagladigindan, sonuglar uy-
gun olarak degerlendirilmistir (The European Com-
mission, 2021). Validasyon parametrelerine ait tek-
rarlanabilirlik, tekrarretilebilirlik, % geri kazanim,
MRL, hedef tarama konsantrasyonu (STC) verileri
Tablo 3'te ve MRL diizeyinde giglendirilmis 6rnek-
lere ait kromatogramlar asagida verilmistir.
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Tablo 3:Kati faz ekstraksiyon yontemi validasyon parametreleri

Analit Konsantrasyon Geri Alim Tekrarlanabilirlik Tekrar Uretilebilirlik MRL STC
(ng/kg) (%) RSD (%) RSD (%) (ng/kg)  (ng/kg)
0,12 96,6 6,6 74 03 0,12
Betametazon 0,3 100,5 6,1 84
0,45 101,6 6,5 9,9
0,12 96,6 12,9 13,9 03 0,12
Deksametazon 0,3 99,9 10,1 11,2
045 101,7 9,5 10,7
0,6 96,7 3.2 58 6,0 0,6
Prednizolon 6,0 97,9 34 5.7
9,0 99,3 0.8 2
0,2 94,2 6.3 6,6 2,0 0,2
Metilprednizolon 2,0 99 6,9 72
3,0 99,5 58 6,4
| DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (10032023 M...EMELER| GULAY\DEF_LCGULAY 2023-10-03 08-59-29\DEXAMETASONE SPE D)
[ » » i}
Sekil 1. Deksametazona ait kromatogram
DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (10032023 M.. EMELERI GULAY\DEF_LCGULAY 2023-10-03 08-59-29\BETAMETASONE SPE.D)
[T ' ‘ ‘ D]
Sekil 2. Betametazona ait kromatogram
[ DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (10032023 M... EMELERI GULAY\DEF_LCGULAY 2023-10-03 08-59-29\PREDNISOLONE SPE.D)
i = X 5 2 25 35 'l':

Sekil 3. Prednizolona ait kromatogram
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[ DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (10032023 M... GULAY\DEF_LCGULAY 2023-10-03 08-53-29\METHYL PREDNISOLONE SPE.D)

20~

S

T

D]

Sekil 4. Metilprednizolona ait kromatogram

Analitlerin matriks icerisindeki stabilitesinin be-
lirlenmesi icin, STC diizeyinde gliclendirilmis sit or-
nekleri -20°C'de muhafaza edilmistir. Saklama kosul-
larinin matriks icerisindeki analit stabilitesine etkisini
ol¢cmek icin -20°C'de muhafaza edilen STC diizeyin-
de glclendirilmis 5 stit 6rnegi ve yeni hazirlanan STC
dizeyinde glclendirilmis 5 stt 6rnegi gecerli kilinan
metot ile analiz edilmistir. Stabilite calismasi kisa,
orta ve uzun araliklari icin Ug kez tekrarlanmis ve her
calismaya ait % geri kazanim ve RSD'ler hesaplan-
mistir. Kisa, orta ve uzun dénem stabilite calisma-
lari % geri kazanim verileri betametazon igin %95,1
deksametazon icin %98,8 prednizolon igin %98,6 ve
metilprednizolon icin %94,8 olarak tespit edilmistir.
%RSD verileri betametazon icin 6,7 deksametazon
icin 13,6 prednizolon icin 4,1 ve metilprednizolon
icin 6,4 olarak tespit edilmis ve STC dizeyinde he-

DADT A Sig=a%4.4 Rebectl (19 KASIV 3 .Y NUMUNE CALISMALARIOEF _LCORAY 302 1017 100320NARAE  O)

Sekil 5. Bos (kor) drnege ait kromatogram

HPLC-DAD'da kantitatif tarama yontemi icin
dedeksiyon kapasitesi (Detection Capacity, CCB), be-
tametazon igin 0,36 pg/kg, deksametazon icin 0,58
Mg/kg, prednizolon igin 0,79 pug/kg ve metilpredni-
zolon igin 0,42 pg/kg olarak belirlenmistir. CCB ‘'nin
hesaplanma formdili asadida yer almaktadir. Birles-
tirilmis belirsizlik STC'de hesaplanmis olup birlestiril-
mis belirsizligin bilesenleri laboratuvar ici tekrar tre-

saplanmis olan metot laboratuvar ici tekrariretile-
bilirligi ile anlaml fark gortlmediginden, saklama
kosullarinin matriks icerisindeki analit stabilitesini
etkilemedigi belirlenmistir (The European Commis-
sion, 2021).

2021/808/EU ydnetmeliginde yer alan uygula-
malar dogrultusunda secicilik / spesifiklik paramet-
resinin belirlenmesi icin 20 farkli bos (kor) stit 6rnegi
analiz edilmis ve hedef analite ait pikin goriilmesinin
beklendigi bélgede herhangi bir sinyal, tepe nokta-
si, pik varligina rastlanmamistir. Yine 20 farkli bos
(kor) sut ornedi hedef analitlerin tanimlanmasina
ve/veya niceligine midahale edebilecek klenbuterol
ile hedef analitlerin MRL seviyesinde gli¢lendirilerek
analiz edilmis ve analitlerin tanimlanmasini engelle-
medigi gorilmdstir. Bos (kor) slit drnegdine ait kro-
matogram asagida verilmistir.

tilebilirlik ve gercgekliktir (The European Commission,
2021).

CCB = Tarama hedef konsantrasyonu (STC) +
k(tek tarafli, %95) x STC'de veya lzerinde (birlesik)
standart olcim belirsizligi.

k-faktorti MRL dizeyinde izin verilen maddeler
icin 1,64'tdr.
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Tartisma ve Sonug

Calisma sut orneklerinde kati faz ekstraksiyonun, si-
vi-sivi ekstraksyion ve dispersif kati faz ekstraksiyo-
na gore Ustlinlige sahip oldugunu gostermektedir.
Dispersif kati faz ekstraksiyon metodu dondurma
basamagi nedeniyle analiz siresini diger metotla-
ra gore uzatmistir. Kati faz ekstraksiyonda, sivi-sivi
ekstraksiyondaki gibi emilsiyon olusma riski elimi-
ne edilmistir. Kati faz ekstraksiyon manifold sistemi
kullanilmasi nedeniyle ayni anda ¢oklu drnek anali-
zine avantaj saglamakta ve zaman kaybinin dniine
gecmektedir. Kati faz ekstraksiyon daha fazla solvent
kullanimini gerektirse de 6rnekteki istenmeyen bi-
lesikleri ortamdan uzaklastirmasi sebebiyle daha
temiz analiz sonuglarina ulasilmasini saglamaktadir.
Kromatografi sisteminde matriksten gelebilecek bi-
lesiklere ait sinyaller hedef analitin sinyaline girisim
yapabilme riski ve dolayisiyla hedef analitin sinya-
linde artis ya da baskilamaya sebep olabilmektedir.
HPLC sisteminde cihaz metot siresinin kisa olmasi
ve tlrevlendirme gibi basamaklara ihtiya¢ olmama-
s yontemin diger avantajlarindandir (Cun, Yinliang,
Ting ve Yan, 2010). Tekrarlanabilirlik ve tekrarireti-
lebilirlik sonuclar Horwitz esitliginden hesaplanan
%RSD, ., degerleri kiyaslanarak %RSD < %RSDkri-
tik(< 10 pg/kg igin %30) kosulunu sagladigindan,
yontemin tekrarlanabilir ve tekrariretilebilir oldugu-
nu ve HPLC-DAD'da siitte betametazon, deksameta-
zon, prednizolon ve metilprednizolon icin kantitatif
tarama yontemi olarak kullanilabilecegini goster-

mistir (The European Commission, 2021). Calismada
HPLC-DAD'da hedef analitlerin, cihaz kolonunda ali-
konma zamanlarinin ve dalga boylarinin ayni olmasi,
yontemin tek basina MRL diizeyini asan hedef ana-
litlerin varligini ve konsantrasyonunu belirlemek igin
tarama yontemi olarak uygulanabilecegdi, ancak likit
kromatografi sirali kiitle spektrometresinde (LC-MS/
MS) analitin kendisine 6zgl ana iyon ve parcalan-
ma iyonlarinin identifiye edilerek, dogrulanmasi ge-
rektigi sonucuna varilmistir. LC-MS/MS'te kutle/yik
(m/z) oranina gore ayrilan molekdller pargalanma
sonucu olusan iyonlari Gzerinden tespit edilebilmek-
tedir. Betametazon ve deksametazon icin ana iyon
437 ve parcalanma iyonlari 361 ve 307, metilpredni-
zolon icin ana iyon 419 ve parcalanma iyonlari 343
ve 309, prednizolon igin ana iyon 405 ve parcalanma
iyonlari 329 ve 295 olup, bahsi gegen iyonlar tizerin-
den LC-MS/MS'te ayirnmlar mimkin olabilmektedir
(Arioli ve ark., 2022). Betametazon ve deksametazon
birbirlerinin izomeri olup, kitle spektometrede ayni
ana iyon ve parcalanma iyonlarini verdiginden gesitli
kolonlarla (Hypercarb kolon gibi) ayirmi gercekles-
tirilebilmektedir (Cun, Yinliang, Ting ve Yan, 2010).
Kiitle spektrometrede, C18 kolon kullaniminda be-
tametazon ve deksametazonun kolonda alikonma
sreleri ayni oldugundan ayirimlari iyon orani (ion
ratio) farki ile yapilabilmektedir (Turhan, Kabil, Du-
dakli ve Dirikolu, 2018). Sutte glukokortikoidlerin
tespiti icin yapilan calisma daha 6nce yapilan calis-
malarla analitik limitler Gzerinden karsilastiriimis ve
Tablo 4'te sunulmustur.

Tablo 4. Sitte glukokortikoidlerin belirlenmesi icin dnerilen yontemin diger bazi yéntemlerle karsilastirilmasi

Analitik seviye

Analit Matriks  Analiz Yontemi (no/kg) Kaynak
. Likit Kromatografi Sirali Kiitle Spektrometri . (Cherlet, De Baere

Beksamerazon SIS (Kati Faz Ekstraksiyon, Dogrulama Yontemi) CCR:0.76 ve De Backer, 2004)
Deksametazon, . . .

. . Sirali Kuitle Spektrometri . Mcdonald, Granelli
Prednizolon, Sat . . . . CCB: 0,45-8,67
B (Kati Faz Ekstraksiyon, Dogrulama Yontemi) ve Sjéberg, 2007)

etametazon

gztfsr:rit:; c;r:),n Yiksek Performansli Sivi Kromatografi Diyot
Prednizolon ! Sut Dizi Dedektori CCp:0,36-0,58-0,79-0,42 Calisma verileri

Metil Prednizolon

(Kati Faz Ekstraksiyon, Tarama Yontemi)

En iyi sonuglarn gosteren C8 kartus ile valide
edilmis ekstraksiyon yontemi basit ve glvenilir ol-
makla birlikte sutte deksametazon, betametazon,
prednizolon ve metilprednizolonun kantitatif tara-
ma metodu olarak giinliik laboratuvar uygulamala-
rinda uygulanabilecedi ancak HPLC-DAD'da hedef
analitlerin kolondaki alikonma zamanlari ayni ol-

dugundan, HPLC-DAD'In analitlerin identifikasyonu
icin tek basina yeterli olmayacagi, bu nedenle ileri
dogrulama ydntemi olarak LC -MS/MS'te analitlerin
kendilerine 6zgl ana iyon ve parcalanma iyonlarinin
identifiye edilerek, dogrulanmasi gerektigi sonucu-
na varimistir.
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