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OZET: Yem katkis ve tedavi amaci ile kullznitan Tetrasiklinlerin ot, bibrak, karaciger drneklerinde yasal olarak izin verilen dizeyini {100 pg/
g) saptayacak ekstraksiyon ve ince-tabaka kromatografisi yontemleri kargilagtrlmistie. Her (¢ doku émeginde MALISCH ekstraksiyon ydntemi
ve yiksek-performansli ince-tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi yasal diizeyi belirlemek igin uygun bulunmugtur.

ABSTRACT: Tetracycline antibiotics are most widely applied antibiotics for the treatments of animal and feed additives. Extraction and
thin-layer chromatographic methods are compared for measuring legal residue level of tetracyclines (100 pg/g) in meat, kidney and Ever. MA-
LISCH extraction methods and high-performance thin-layer chromatography methods are found proper for legal residue level in animal tissues.

GiRis

Cagdas uretim tekniklerinin geregi olarak hayvan yetistirciliginde antibiyotiklerin yemlerde kullaniimas,
hayvanlarda ve indirek olarak da insanlarda antibiyotiklere direngli bakteriterin artmasina neden olumgtur (CON-
CON, 1988; LEVY, 1987). Bu nedenle (lkeler bu ilaglarin triinlerde kahg siireleri ve kalinti diizeyleri konusunda
yasal diizenlemeler getirmigtir (HEESCHEN ve BLUTHGEN, 1990}. Antimikrobiyal maddelerin, toksik dizeyleri
lizerinde yapian caligmalarla, tolere edilebilir diizeyleri belirlenmigtir. Birgok iilkede gidalarda antibiyotiklerin &i-
gliemeyen dlizeylerinin tolere edilebilir olduguna karar verilmis ve gok diigiik diizeyleri digebilecek duyarh yén-
temler gelistiriimigtir (GLUSTAFSON, 1993). ‘

Hayvan sagh@inda ve yemlerde yaygin kullamlan antibiyotiklerden olan tetrasiklinler igin, gidalardaki kont-
roilerinde mikrobiyolojik, ince tabaka kromatografisi (TLC), TLC/biootografik, sivi kromatografisi gibi y&ntemler
kullanimigtir (BRADY ve KATZ, 1987; OKADA ve ark., 1888; OKA ve ark., 1986; ASHWORT, 1985; NEIDERT
ve ark., 1987; THOMAS ve ark., 1983).

Bu galigma ile hayvansal doku érneklerinde, tetrasiklinler igin yasalanmizda izin verilen 100 pg/g diizeyini
(ANONYMOUS, 1997) kontrol edebilecek glivenilir ydntemin belirlenmesi amaglanmigtir.,

MATERYAL ve METHOT
Materyal

Tetrasiklin standartlan olarak, Sigma firmasindan saglanan tetrasiklin (TC}, oksitetrasiklin {(OTC}, klortet-
rasiktin (CTC) kullanilmigtir. Sirt bélgesinden alinan et, bibrek ve karacideri kapsayan doku Grnekleri, mezbaha-
da kesim aminda aym hayvandan alinmstir.
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Tetrasiklin Stok Standardinin Hazirlanmasi
Her bir tetrasiklinden 100 mg tartihp 10 mL 8lgiilii balenda metanolle hacmine tamamlanmigtir, Galigma
standartiar hazirlanirken seyrelimeler metanol ile yapilmistir,

Ayraclar
Renk geligimini saglamak igin %0.5 lik demir (I} kiordr, %50 lik kalay Klot(ir, %0.5 lik Fast violet B, | N
HCI ve konsantre H,SO, kullanilmigtir (STHAL, 1989; OKA ve UNQ, 1984).

ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Silikajel HPTLC (Merck 5631), silikajel TLC (Merck 5721) hazir plakalari, doymug Na,EDTA ile 6ndevelo-
pe islemi uygulandiktan veya doymus Na,EDTA ile spreylendikten sonra oda sicakliginda kurutulmuglar ve
130°C'de 2 saat aktive edilmiglerdir. Ornekler ve standart karigimian uygulandiktan sonra plakalar kloroform-
metanol- %5 Na,EDTA karigiminda geligtitiimiglerdir. Silikajel G ve silikajelG+%5 Na2EDTA ile hazirlanmig pla-
kalar ve TLC (Merck 5721) ve de HPTLC (Merck 5631} ise, 6rnek ve standart karigimlarinin uygulanmasindan
sonra, Gizelge-1'de verilen solvent sistemlerinde develope edilmiglerdir (STHAL, 1969; OKA ve UNO, 1984).

Orneklerin ekstraksiyonu

Omeklerden tetrasiklinlerin ekstraksiyonunda iki ayn yéntem kullanilmigtir.

t- Yéntem A: 50 g numune 75 mL asetonitrille iki kez ekstrakte edilerek zayif basing altinda porselen filt-
reden gegirilmigtir. Filitrat 100 mL hekzanla yikanmigtir Aynian asetonitril fazina NaCl ve daha sonra diklorome-
tan eklenerek sulu faz ayrilmig, organik faz evapore edilmigtir. 6 mL metanol-asetonitril-su (1:1:1) ile gdzilerek vi-
ale alinmigtir. Daha sonra hekzan ile yikarip, kalinti etil asetat fazina alinmighir. Azot gazi altinda kurutulup 0.2
ml metanolle ¢éziilerek TLC plakalanna uygulanmighr (MALISCH ve HUBER, 1888).

2, Yéntem B: 20 g érnek 0.02 N HCI-0.1N Na,EDTA ile homojenize edilerek, 88°C'de 10 dakika 1sitlrmig-
tir. Kangim 2000 rpm de 10 dakika santrififjlendikten smonra %50 oraninda triklorasetikasit ilave ediimigtir. Filitra-
ta 2 mL konsantre HC! eklenerek 98°C de 10 dak. isitilmig ve sogutulduktan sonra santrifiljlenmigtir. Ust kismin
pH'si Na-sitrat ile 3.5-4.5'a ayarlanmigtir, Ekstrakta 10 mL diklorometan eklenerek kanstinimig, daha sonra diklo-
rometan fazi ayrilmis ve evapore edilmistir. Kalinti 0.2 mL metanol de gézlldikten sonra TLC plakalarina uygu-
lanmigtir (ASHWORTH, 1985}

Geri Alma Denemesi
Yéntem A ve B ye gire analiz edilip, tetrasiklin igermedidi belirlenen et érneklerinde 0.1; 0.2; 0.5 pg/g di-
zeyinde ve her iig tetrasiklini igeren standart kangim eklenerek her iki yonteme gore ayn ayn analiz edilmigtir.

SONUC ve TARTISMA

Plaka ve Sclvent Sisteminin Belirlenmesi

Galsmada kullanilan plakalar, solvent sistemleri ve bunlara ait kod numaralan Cizelge -1 de verilmistir.
Aragtirmada ilk olarak TC, OTC ve CTC igin, piaka, solvent sistemi ve teshisi kolaylagtiran ayraglarin segimi ya-
piimgitir. Bu amagla her bir tetrasiklin segilen plakalara 30-500 ng diizeyinde uygulanmig ve kendi solvent sis-
temlerinde geligtirimigtir (Cizelge -1). Geligtirilen plakalarin timi UV lamba altinda 360 nm'de ve Gizelge-2 de
verilen ayraclar ile incelenerek en iyi kromatografik ayrimin gergeklestidi plaka ve solvent sistemi belirlenmigtir.
Plakalar degerlendirilicken her bir plakadaki Rf degerleri, lekelerin daginikitk durumu, renk veya floresans giddeti,
gozlenebilen konsantrasyon diizeyi géz dniine alinmigtir. Bu degerlendirmelere gore &zellikle Gizelge-1 deki
1,2,3,4,5,6,7 nolu durumlarda her (g tetrasiklinin birbirinden net bir sekilde ayrimadig Rf degerlerinin yakin oldu-
gu gdzlenmistir. Ayni érneklerde plakada gézlenen duzey &zellikle OTC, CTC icin 300 ng Gzerinde kalmigtir. Bu
nedenle solvent sistemi (izerinde Rf degerini gelistirecek herhangi bir diizenlemeye gidilmemigtir. Diger 4 du-
rumda ise, her Uig tetrasiklin Na,EDTA ile &n-develope spreyleme iglemine tabi tutulan HPTLC TLC plakalarinda,
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Cizetge-1 Tetrasiklinlerin Belirlenmesinde Kullanilan Durucu Faz ve Solvent Sistemleri

Kod. No | Durucu Faz Solvent Sistemi
1 Slikajel G Butanol-asetik-su (60:20:20)
2 Silikajel G Butanol-metanol-%10 sitrik asit (57.5:14.2:28.6)
3 TLC (Merck, 5721) Butanol-metanol-%10 sitrik asit (57.5:14.2:28.6) ‘
4 HPTLC (Merck, 5631) Buianol-metanol-%10 sitrik asit (37.5:14.2:28.6)
5 Silikajel G+Na,EDTA Butanol-oksalik asit-su (50:2.5 g:50)
6 Silikajel G+Na2EDTA Butanol-tartarik asit-su (50:3g:50)
7 Silikajel G+Na2EDTA Kloroform-metanol-%35 Na2EDTA (65:20:5)
8 Na,EDTA ile on-develope HPTLC (Merke, 5631) Kloroform-metanol-%35 Na,EDTA (65:20:5)
9 Na,EDTa ile spreylenmis HPTLC (Merke, 5631) Kloroform-metanol-%35 Na,EDTA (65:2(:5)
10 NazEDTA ile 6n-develope TLC (Merke, 5721) Kloroform-metanol-%5 NazEDTA (65:20:5)
11 NazEDT ‘A ile spreytenmig TLC (Merck, 5721) Kloroform-metanol-:5 NazEDTA {65:20:5)

kloroform-METANOL- %5Na2EDTA solvent sisteminde geligtirildiklerinde iyi bir kromatografik aynm gbstermis-
lerdir {Cizelge-3). Kromatografik ayrimin iyi oldugu bu dért durumda, secilen ayraca badl olarak plaka Gzerinde
gbzlenen tetrasiklin dizeyleri 50-100 ng arasinda degismistir.

Uygun Ayracin Belirlenmesi Cizelge 2. Tetrasiklinlerin Befirlenmesinde Kullanilan Ayraglar

Caligmada kullanian ayraglar,

Ayraclar Renk Geligtirme

bunlarin hazilandigi ortamlar ve ayrag-

- o %50 SbCl; (Asetik asite)
larin renk geligtirmesi icin gereken ko-

110° C'de 5 dak.

Konsantre H,50, 110°C'de 5 dak

sullar Cizelge-2'de verilmigtir. Her Og

tetrasiklinin, plakalardaki durumlan UV %3FeCl (suda) Amonyak buhart
lamba ve ayraglar kullanilarak incelendi- %0.5 Fast Violet B (suda} 110°C'de 5 dak + Piridin ile spreyleme
ginde, ayrac kullanimi segilen tiim pla- 1 N HCI 500 C'de 5 dak.

kalarda tetrasiklinleri daha belirgin hale
getirilmigtir. Ancak SbCl,, FeCl, ve HCI ayiraglan kullanddiinda 100 ng diizeyinde gézlenen renk gok silik ol-
musgtur. H,SO, ayract kullanildifinda tetrasiklinlerin yary sira plakanin timii bu ayragtan etkilenmis, zemin rengi
dalgall, kirli bir goronOm almigtir. Fast violet-B +piridin uygulamasinda ise, tetrasiklinler kirmizi renkli ve belirgin
benekler clugurmug, art alan dijer ayra¢ uygulamalanindan farkii olarak daha temiz, beyaz kalmigtr. Plaka lze-
rindeki 50 ng dizeyi bu ayracin uygulanmasi ile gbzlenebilmsitir (Gizelge-4). Kullanilan ayraglann timi, duyarh
olduklan tetrasiklin diizeylerinde, strekli tekraranabilir sonuglar vermiglerdir,

Fast  violet-B+piridin'in

. ' Cizelge 3. Tetrasiklinlerin Farkh Plakatardaki" Rf Degerleri
uygulanndig plakalar beneklerin

dagiimy yéniinden kargilagtinl- | Durucu Faz Rf degererit®
diginda ise, en uygun aynm 8 OTC TC CTC
nolu (Cizelge 1) durucu faz ve | Na,EDTA ile 6n-develope HPTLC (Merck, 5631) | 030 0.55 0.64
solvent sisteminde elde edilmis- "N, EDTA ile spreylenmis HPTLC (Merck, 5631) 0.25 048 0.56
tir. OKA ve UNO (1984)in be_“”i' Na,EDTA ile on-develope TLC (Merck, 5721) 0.23 0.43 051
éine gore, bu uygmamad?kl e!‘l Na,EDTA ile spreylenmig TLC (Merck, 5721) 0.21 0.39 0.48
énemli olumsuzluk, toksik bir

madde ofan piridinin kullanimi-
dir. Bir diazonium tuzu olan
Fast violet-B tetrasiklinin elekt-

1 Plakalann tiimiinde Kloroform-metanol-%5 Na2 EDTA (65:20:5) solvent sistemi kulla-

mlmigtir.

2 Rf degerleri; tetrasiklinlerin plaka iizerindeki 100 ng diizeylerinin S'er kez uygulanmasi

sonucu elde edilmistir.
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ron veren gruplan ile birlegerek renkli L L
Cizelge 4. Farkh Sprey Ayraglarinin Plakalardaki‘l’ Tesbit Diizeyi

bilegikler olugturur. Elekton verme yete-

negi nbtr ve orta diizeylerdeki bazik or- Sprey Ayrac Tesbit Diizeyi (ng) Plakadaki art alan
tamlarda asidik ortamlardan daha fazla | %30 SbCl3 Asetik asite) 100 Beyaz

oldugundan, tetrasikiinleri belifemede | %5FeCl (suda) 100 Sanims1 beyaz
diazonium gruplan kullanilirken ortam | 1 NHCI 100 Beyaz

bazik hale getiriimektedir. Yapilan ¢ali$- | Konsantre H,50, 75 Agik-koyu kahverengi
malarda diazonium tuzlarindan fast vio-  |"¢,0's Fast Violet B (suda) 50 Beyaz

let-B'nin tetrasiklinkler igin uygun oldugu
ve bu tuzun kullaniminda ortam herhan-
gi bir inorganik bazla bazik hale getirildiginde benekler silik ve tekrarlanabilirlik disik oimasina kargn, piridin ile
ortam bazik hale getirildijinde benekler daha renkli ve tekrarlanabilirlik ylksek olmugtur {OKA ve UNO, 1984).
Yapmig oldugumuz caligmada da, bu gerekge ile diazonium tuzfarindan sadece Fast violet-B ve bazik ortam
olugturmak iginde piridin kullarlmigtir,

1 Gizelge-1'deki 8,9,10,11 nolu plakalann timtnde.

Doku Orneklerinde Tetrasiklinlerin Belirlenmesi

Doku érneklerindnen tetrasiklinin ekstrakte edilmesinde iki ayn ydntem kullanilmigtie. Ancak, ASHWCRT
{1885)'de énerilen yontemde asit ve sicaklik uygulamas: ile tetrasiklinler anhidro forma dénistirildiiginden, bu
ydntem uygulanirken standart lar plakalara uygulanmadan 6nce, énerilen gekilde HCI ilave edilip, 98°C'de 10 da-
kika tutularak anhidro forma dénugtUriiimiistiir. Anhidro forma déntistirilen standartlar plakaya uygulanip Rf de-
gerleri tespit edilmistir (Cizelge-5).

Her iki yontemin kargitagtirmast geri almadaki  Cizelge 5. Tetrasiklinlerin ve Anhidro-Tetrasiklinklerin
bagaritar ile yapiimigtir, Doku drnekleri Yéntem A ve HPTLC Plakalardaki' Rf Degerleri

Yéntem B'ye gbre analize alinmtg, her (g tetrasiklinin
- . Tetrasiklinler Rf degerleri

saptanmadigi drnekler geri alma galigmasinda kuila-

nilmigtir. Doku érnekierine 0.1, 0.2, 0.5 pgfg dizeyin- oTC 0.30
de (i¢ tetrasiklini igeren standart kangimi eklenmigtir. TC 0.55
Standart eklenmig érnekler ve kontrol érnekleri her iki CTC 0.64
analiz yontemine (Yéntem A ve Yéntem B) gdre eks- Anhidro-OTC Y
rrakte edilmiglerdir. ANRIDROTC 059

Eide edilen ekstrakiar, plaka Gzerinde deger- i

lendirilirken drneklere eklenen her bir diizeyin es de- Anhidro-CTC 068

geri standart karigimlan da plakaya uygulanmigtir.
Béylece plaka dzerinde 100, 200, 500 ng dizeyinnde
geri alinabilirlik kontro! ediimigtir. Aynca bu diizeylerin £ %30'unu iceren standart karigimlar da ayni anda plaka-
ya uygulanmigtir. Béylece ydntemlerin gerl aimadaki yetertiligi gdzin fark edebilecedi farkhlik dilzey olarak kabul
edilen £%30 dizeyleri ile kontrol edilmigtir (COKER ve ark. 1985). Uygulamaya alinan her iki ydntemde de et,
bébrek, ve karacigeri igeren doku &rmeklerine 100-500 pg/y diizeyinde eklenen tetrasiklinlerin %90" geri alinmigtir.

Yapilan ¢aligma sonunda uygulanan her iki ydntem ve segilen durucu faz, solvent sistemi ve ayraglar ile
her {ig tetrasiklin igin saptanabilidik dizeyi 50 pg/y olarak belirlenmigtir. Ancak, ASHWORT (1985)'de énerilen ve
FSIS (Food and Safety and Inspection Service) tarafindan doku dmeklerindeki tetrasiklinlerin saptanmasinda
kullanilan ydntermde, asit ve sicakhk uygulamas ile tetrasikiinler anhidro forma déndstiriiimektedir. Bu islemin
ornek ekstraklan yaninda kontrolde kullanifan standart kanstmiarina da uygulanma zorunlugu analiz stresinin
uzamasina neden olmaktadir. Test edilen diger yontem (MALISH ve HUBER 1988} ise, goklu antibiyotiklerin be-
lirenmesine olanak tammaktadir ve uygulanabilirligi daha kolaydir. Bu gerekgelerle tetrasiklinlerin rutin kontrolle-
rinde MALISCH ve HUBER {1988)'de énerilen ekstraksiyon ydntemi ASHWORT (1985)'de 6nerilen yénteme go-
re daha uygun bulunmustur.

IPlnkalar klorofom-metanol-%5 Na,EDTA (65:20:5¥da geligtirilmigtir.
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Yapilan galigma sonunda, doku drneklerindeki TG, OTC, CTC'nin belirlemede, agadida dzetlenen yéntem
ve kogullar uygun bulunmusgtur.

Ekstraksiyon yontemi: Detaylarn Metot bdlimiinde Yéntem-A altinda verilen ve érneklerin asetonitrille 6n eks-
traksiyonu ve hekzanla yagh kisimlarin uzakiastinimasindan sonra etil asetat fazina kalintimin alinip kurutulmast..

Durucu faz :  Na2EDTA ile 6n-develope edilmis HPTLC plakasi.
Scivent Sistemi . %5 NaZEDTA-Kloroform-Metanol (5:65:20)
Ayrag :  %0.5 Fast Violet B+ piridin. )

Hayvan beslemede semirtme ve tedavi amaciyla uygulanan tetrasiklinlerin gidalardaki maksimum kalint di-
zeyleri {likelere ve gidaya gore degismekle beraber, bu deger 100-400 pg/g arasinda olup, tikemizde doku érnekle--
1i igin bu deger 100 pg/y olarak belirlenmigtir. Yapmug oldugumuz ¢aligmada tetrasiklinlerin saptanabilirlik diizeyi 50
Hg/g olarak belirlenmig olup bu diizey tetrasiklinler igin getirilen sinir diizeylleri kontrol etmek igin yeterlidir.

KEUKEN ve ark. (1992), antibiyotik ve benzeri maddelerin kalintilar ile ilgili kontrol programiari genellikle iki
agama halinde yaritdldigond ilk asamada basit, usuz ve rutin uygulanabifir bir ydntemin segilmesini, bunu ikinci
agamada dofjrulama testlerinin izlemesi gerektigini belitmiglerdir. Ancak tarama ydntermlerinin hatah negatif sonug-
lar vefmemaesi ve hatal pozitif sonuglarninda belli bir ylzde ile sinirl olmas! gerektigini ifade etmislerdir. Birgok Ulke-
de antibiyotik kalintilar, Swap test diye tartmlanan genig spektrumlu inhibisyon testleri ile tanimlanmaktadir. Ancak
bu testlerle gok sayida 6mefin konbrolii yapilabimesine kargin hatal pozitf sonug olusturma oraninin yliksek olma-
st nedeni ile TL.C/biootografik yéntem daha uygun oldudu belirtiimistir (NEIDERT ve ark., 1987).

Yapmig oldugumuz ¢alismada kullanilan HPTLG yontemi, Swap testler kadar kolay olmamakla beraber,
uy,gulanabiliriiliginin kolay olmasi, plakalarda bir anda birkag &rnedin birden analizine olanak vermesi, geri alma
diizeyinin yUksek olmasi, tekrarlanabilirligi ve doku érnekleri icin yeterli hassasiyetlerde olmas) nedeni ile, hay-
vansal dokularin rutin kontrollinde bagar ile kullanilabilecek ve dnerilebilecek bir yéntemdir.
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