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OZET: Etlerdeki yasal kloramfenikol kalinti dilzeyinin yiiksek performansh swi kromatografisinde {HPLC) saptanmasinda, kullanilan i ayn
yBntem kargilagtinimigtr Spheri-6 RP8 kolon ve asentonitril-sodyum asetat butfer (pH 4.3) hareketli fazi kullamidiginda HPLC'de iyl bir
kromatografik ayrm elde edilmigtir. Pik yiksekiikleri dikkate alinarak hazirlanan kloramfenikol kalibrasyon grafigi HPLC'de 2.5-7.5 pg/mbL
arasimnda dogdrusal bir iligki (r=0.99681) géstermigtir. EY 6rneklerinin etil asetatla ekstraksiyonu, asetonitril ve iso-oktan’la sivi-sivi yontemi ile
temizlenmesi ve elde edilen kalintinin kioroform-propiten glikol (1: 1) de gézimesi ite kirlilik pikler uzaklagtinlmistir .Bu yéntemnle analize alinan
kontrol rneklerinde kangikhk olugturacak kirlilik pikleri gézlenmemigtir. Kioramfenikol eklenen etlerdeki (12.5-50 pg/kg) ortalama geri alma
yiizdesi %30 ve drneklerdeki tesbit edilebilir en diigik diizey ise, 10 pg/kg olarak bulunmugtur.

ABSTRACT: Three different methods are compared for measuring legal residue level of chloramphenico! in meat by high performance
liquid chromatography {(HPLC}. Geod chromatographic performance was obtained with using Spheri-5 RP8 column and acetonitrile-
sodium acetate buffer (pH 4.3) mobile phase (25:75). For HPLC, chloramphenicol calibration graphs prepared by the peak-height mathod
showed linear relations between 2.5-7.5 pg/mL (r = 0.99681). The extraction of meat with etilacetat, liquid-liquid partitions of clean up
procedure with acetonitrile and iscoctans, and disolving of residue with chlorotorm propylene glycol (1:1) eliminated all interfering peaks.
No interfering peak was observed on meat blank sample chromatograms. In this procedure mean recoveries from spiked meat sample
(12.5-50 pglkg) were 90%, and detection limit in meat sampie was 10 pg/kg.

GiRi$

Kioramfenikol, dzellikle patojen mikroorganizmalar iizerine etkili bir antibiyotik oldugundan, uzun yillar
insan ve hayvanlarda kullamimistir. Ancak, son yillarda toksik etkisinin ortaya gikmasi ve insantarda ciddi
safjlik problemlerine yol agmasi nedeni ile, kullammina sirur getirilmigtir. Bu nedenle Amerika Birlegik Devletleri
(ABD) ve Kanada'da et, sit ve yumurtasindan yararianilan hayvanlarda kullanim yasaklanmigtir. Avrupa
topluluguna tye Ulkelerde ise, laktasyon ddnemindeki inekler ve yumurta tavuklarinda kloramfenikel kullanim
yasaklanirken, diger hayvaniardaki kullanimina sinir getirilmistir. Bu Ulkelerde maksimum kalinti diizeyi, 10 ppb
olarak kabul edilmigtir. Ancak, Hollanda'da domuzlardaki kullanimi yasaklanmigtir (KEUKENS ve ark., 1986;
KORSRUD ve ark., 1987: KEUKENS ve ark., 1992). Uikemizde, ulusal gida kodeks komitesi ydnetmeiigi
cergevesinde 1996 yilinda yayinlanan veteriner ilaglar tolerans dizeylerine gore kioramfenikol'iin et,
karaciger, bobrekierdeki diizeyi 10 ppb olarak kabul edilmigtir.

Kloramfenikol igin getirilen bu yasaklamalar ve sinir dederler tiim Ulkelerde, yasal olmayan kullammi
belirlemek igin, tarama galigmalarimi zorunlu hale getirmigtir.

Kloramfenikol'iin hayvansal gidalarda belirlenmesi igin, ince tabaka kromatografisi (TLC}), likit
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), TLC/ biyootografik yéntemleri gelistiriimigtir (WAL ve ark,,
1980; USDA-FSIS, 1983; ALLEN, 1985; KORSRUD ve ark., 1987; BALIZS ve ARNOLD, 1989; SANDERS ve
ark., 1991).
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Bu caligma ile kloramfenikol'in etlerde belirlenmesinde kullanifan ydntemler karsiagtinlarak
yasalarimizda izin verilen dizeyi belirleyebilecek uygun yéntemin segimi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Caligmada kullanilan et érnekleri mezbahadan kesim aninda alinmigtir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazt (HPLC): Perkin-Elmer marka, iso-creatik pompa, 20 ui
drnek enjeksiyon lupu olan Rheodyn enjektér blogu, UV dedektdr, yazict ve Sum Spheri-5 RP8 kolon
kullaniimigtir. Galisma sirasinda, yazicidaki kagit akis hizi 1 cm/dak. ya ayarlanmis, 1 ml/dak. akig hizindaki
asetonitril-sodyum asetat buffer (0.01 mol/L; pH 4.3) hareketli faz1 (1:3) sisterme pompalanmis ve pikler 278 nm
dalga boyunda belirienmigtir.

Solventier: Analitik saflikta etil asetat, asetonitril, iso cktan, kloroform, diklorometan, metanol, hegzan
(E. MERCK]}.

Kloramfenikol standard::

A-soliisyonu (1000ppm): 100 mg kloramfenikol {Sigma) 100 mL metanol de ¢dzUlmigtir.

B- sofiisyonu {100 ppm}: 10 mL A-soliisyonu metanolle 100 mL'ye tamamlanmigtir.

C- soltsyonu (10 ppm): 10 mL B-sollisyonu metanolle 100 mL'ye tamamlanmigtir,

D- soliisyonu (2.5 ppm): 25 mL C-sollisyonu metanolle 100 mLye tamamlanmighr.

- Kartug: Silika, Sep-Pak kartug (Waters).

Orneklerin temizienmesi ve kloramfenikol'un ekstraksiyonu: Galigmada analize alinan et érnekleri ig

ayn temizleme yontemi ile temizlenerek kloramfenikol ekstrakte edilmigtir.

Yéntem-A:

20 g drnek 80 mL etil agetatia kanigtinlip, homojenize edilmigtir. Bu karnigima 10 g potasyum karbonat
eklenip karigtinimig ve Whatman Ne-1 filtresinden gegirilerek s{iziimistir, Kangtirma iglemi yapilan kap 40 mL
etil asetatla yikanmig ve filtreden gegirilmigtir. Etil agetat filitrattan 250 mL’lik ayirma hunisine alirmp 50 mi. su
ile kanstinlmigtir. 30 dakika faz ayrimi igin beklenmig, organik faz dibi yuvarlak balona alimp evaparatérde
vakum altinda kurutulmugtur. Kahntr 80 mL isc-cktanla doyurulmug asetonitrille gozilerek ayirma hunisine
alinmigtir. Ayirma hunisinde 20 mL asetonitrille doyurulmug iso-oktanla yikanrugtir. Alttaki faz dibi yuvarlak
balona alinmig ve birkag mL kalincaya kadar evapore edilmis ve asetonitrille 5 ml'ye tamamlanip tekrar
kurutulmugtur, Kalinti 0.1 mL kloroform ve 0.1 mL propilen glikol-su (1:1} ile ¢6ziilmis, kanstinhip faz ayrimi
igin bfrak:lmlgtlr. Usteki alkolik taz HPLC'ye verilmistir (BORIES ve ark., 1983).

Yéntem-B:

10 g brnek 20 mL etil asetat eklenerek kanigtinimis ve ultra sonik banyoda 15 dak tutulmustur. Karigim
sodyum slilfat Gzerinden stzdlmis, bu islen 20 mL etil asetat ile tekrarlanmigtir. Filtre 10 mL etil asetat ile
yikandiktan sonra, toplanan filitrata 60 mL hegzan eklenmig ve 5 dak bekletiimig ve siizlimigtir. Toplanan
sizUntliye 10 mL hegzan eklenerek, daha dnce 8 mL etil asetat-hegzanl (2:3) yikanmig ve kurutulmug Sep-
Pak kartustan gegirilmistir. Koiona daha sonra 10 mb hegzan eklenmis, kolon azot gazi altinda kurutulmustur.
Kurutma igleminden sonra kolona 1 mL metanol eklenerek kloramfenikol kolondan alinmigtir. Bu iglem 1°er mL
metanol ile 3 kez tekrarlanmigtir. Toplanan metanol fazi azot gazi altinda kurutulmug ve kalintt 0.1 mL metano!
de g¢dzillerek HPLC'ye verilmistir (HAAGSMA ve ark, 1986).

Yoéntem-C:

50 g numune 100 mL asetonitrille karistinlmig ve ultraturrax ile bir dakika hormojenize edilerek, filtreden
gegcirilmistir. Filitrat ayirma hunisine alimp, 100 mL hegzanla yikanmighr. Ayrilan asetonitril fazi basgka bir
ayirma hunisine alimp, NaCl {3-4 g) ve 100 mL diklorometan eklenerek kangtirlmig ve faz ayniana kadar
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beklenmistir. Usteki organik faz dibi yuvarlak balona alinp evapore edilmigtir. Balondaki kalinti, sirast ile ve her
biri 2'ser mL olan su, metanol, asetonitril ile gozllerek viale anmig ve 3 mL hegzan ile yikanip, yaklagik 1 mL
kalincaya kadar evapore ediimigtir. Kalintiya 5 mL etil asetat eklenip karigtinimigtir. Ayrilan etil asetat faz1 azot
gazi altinda kurutulup, 0.250 mL metanclle goziiferek HPLC'ye verilmigtir (MALISCH ve HUBER, 1988).

Hesapiama: Ornek ekstraktlarindaki kloramfenikol diizeyi, standart solisyonun pik yiksekliginden
agsagidaki gibi saptanmusgtir.

Kloramfenikol {ug/kg) =Dox Y x 0.1/ Yox A

Yo {ng/mL) = D sollisyonundaki kloramfenikol standardinin derigimi.

Yo {mm) = D soliisyonundaki kloramfenikol standardimin pik yitksekligi.

Y (mm) = Ornegin pik yiksekligi. '

A (9) = Et 8rmeginin agirhd.

SONUG ve TARTISMA

Kioramfenikole ait kalibrasyon edrilerinin elde edilmesi:

Caligma kapsamina alinan y&ntemlerde &nerilen, metanol-su ve asetonitril-sodyum asetat buffer
hareketli fazlan kendi kogullarimizda 5 pg/mL diizeyindeki kloramfenikol standard: ile kargilagtinlmisgtir.
Asetonitril-sodyum asetat buffer hareketli fazi kullanildiginda segilen kloramfenikol dizeyi igin diger hareketii
fazda elde edilenden daha yiitksek pik boyu elde edilmig ve kloramfeniko! piki yayiimadan ve kuyruklanma
yapmadan sistemden uzaktagtirimigtir. Bu nedenle calismada asetonitril-sodyum asetat buffer kanigim
hareketli faz olarak kullanilmigtir.

Deneme kapsamina alinan yéntemlerin kendi kolon ve hareketli faz ortamlarinda 5 ng (HAAGSMA ve
ark;, 1986) ve .25 ng (BORIES ve ark., 1983) kloramfenikol diizeyleri igin elde edilen sinyalin, griltd
seviyesinin yaklagik 30 ve 10 kati oldugu belirtilmigtir. Yapmig olduumuz caligmada ise, 50 ng kloramfenikol
icin elde edilen sinyal, giiriiltdl seviyesinin yaklagik 20 kat iizerinde elde edilmigtir. Ancak denemeye alinan
yéntemierde belirtilen kloramfenikol dizeyleri igin, kendi kogullanmizda sinyal elde edilememigtir.

Guriltdden aynian sinyal dilzeyi belirlendikten sonra, 2.5; 5; 7.5 ug/mL, dolayisi ile HPLC ortaminda 50;
100; 150 ng kloramfenikole karsilik gelen standartlarla kalibrasyon grafikleri ¢izilmigtir. Standartlar, Metot
bélimiinde verilen HPLC koguilarinda analize alinmigtr. Kioramfenikoliin segilen (g farkh dizeyine ait
kalibrasyon grafigi $ekil-1'de verilmigtir. Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen korelasyon katsayisinin {r =

0.99681) vyiksek olmasi v=-6.000-+ 10267
neden ile bu kogullarnn uygun 1 =0.99681 .
olduguna karar verilmigtir. % '
Farkl temizlieme
yontemlerinden elde edilen 70
kromatogramliarin kargilag-
hrilmasi. — 60
CGalisma kapsamina E—»S&}- .
alinan  yontemlerin  gerl =
almadaki bagarilan kontrol "é 40
edilmeden o6nce, bu yoén- &
temlerle elde edilen ekst- = 30
raktlarin belirlen HPLC kogul- 20 s
lanindaki  kromatogramlar:
kargilagtinlmigtir. Bu uygu- 10 .
lama ile, zellikle Kloramferi- 2 3 4 3 6 T
kol'un ¢iktig yerde kirlilik Derigi ( pg/mL )

piklerinin varhg incelenmistir. Sekil L. Kloramfenikol'un pik yiiksekligine ait kalibrasyon grafigi
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Metot bélimiinde verilen Yéntem-B ve C'den elde edilen ekstraktiarnn kromatogramlan incelendiginde, her iki
yéntemde hem Kirlilik piklerinin fazla oldugu hem de kloramfenikol pikinin bu kirliliklerden net bir sekilde
aynimadig gériilmigtir. Yéntem-C'nin yararlamiidigi kaynakta, HPLC kogullarinda gradient pompa
kullaniidigindan kloramfenikol, kirlilik piklerinden daha iyi aynirmigtir (MALISCH ve HUBER, 1988). Bu nedenle
her iki yontemdeki temizleme iglemleri birlikte uygulanarak kirlilik pikleri gideriimeye ¢aligiimigtir. Yontem-C ile
analize alinan drnekler, kalinti etil asetat fazina alindiktan sonra Yéntem-B'deki gibi hegzanla kartgtiriimig ve
bu agamadan sonra yontem oldugu gibi uygulanmighir. Bu ekstraktlann kromatogramlan incelendiginde kirlilik
piklerinin azaltildi§: ve kioramfenikol pikininde kirliliklerden ayrid:§ gérilmagtir (Sekil-2).

Yoéntem-A'da ise,
kromatogramda karigikiik
yaratacak Kkirlilik  piki
gézlenmemigir (Sekil-3).
Et, bibrek, tavuk eti ve siit
gibi gida maddelerinde '
Yaontem-A'da verilen ekst-
raksiyon y&nteminin kulla-
nildigr galigmalarda da,
ornek ekstraktlarina ait
kromatogramlanin Kirlilik
piki igermedikieri belirtil-
migtir (BORIES ve ark.,
1983; WAL ve ark., 1980). i b

Segilen' ydntem- i
lerin geri alma diizeyle- ; L
rinin belifenmesi:

Yoéntem-C+B  ve
Yéntem-A'ya gore analize « |
edilip iginde kloramfenikol R

{1) Kloramfenikol 4 dak

278 nm deki Absorbans
278 nm deki Absorbans

olmadidi belirlenen &r- et L A

neklere 12.5; 25; 50 ng/g Alikonma siires] (dak.) Allkonma sires! (dak.)
dizeyinde kloramfenikol Sekil 2. Yontem C+B’ye gire ckstrakte edilen drnek kromatogram (a) ve kloramfenikol
eklenmig ve bu iki yénte- ilaveli 6rnek kromatogram (b).

me gore ayri ayn ekstrak-

te edilmigtir. Geri alma gahgmalanna iligkin sonuglar Gizelge-1'de verilmigtir. Galigma kapsamina alinan
yontemlerin geri alma yiizdelerinin, benzer galismalarin geri alma ylizdeleri ile uyum iginde oldugu garulmagtar
(BORIES ve ark., 1983; MALISCH ve HUBER, 1988; SANDERS ve ark., 1991). Ancak, kirlilik piklerinin
Yontem-A'ya gére analize alinan 8rnekler kromatogramlarnnda daha az olmasi nedeni ile, rutin uygulamalar
igin Yontem-A'nin daha uygun oldugu kanisina vanimgtir.

Orneklerde yéntem duyarithgimn belilenmesi:

Yontem-A'nin yararlanildigi galigmada, érneklerde saptanabilecek minimum duyarhlik limiti 10 pg/kg
olarak belirtilmigtir (BORIES ve ark., 1983). Kendi kogullanmizda bu dlizeyin geri alinabilirligini kentrol etmek
igin, 2 pg/mL dizeyinde kloramfenikol igeren standartiar HPLC'ye verilmigtir. Bu dizeyin olugturdudu sinyalin,
glirtiltliden aynldigi gozlendikten sonra, et &rneklerine 10 ng/y diizeyinde kloramfenikol eklenerek, geri alma
galismasi yapiimigtir. BORIES ve ark. (1983) yaptikian galigmada, Srneklerdeki 10 ng/g'ik dizeyin
olusturdugu sinyalin giiriitd seviyesinin 4 kati oldugunu ve bunun da drnek pikini ayirt etmek igin yeterfi
oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan galigmada, Srneklere eklenen 10 ng/g diizeyindeki kloramfenikol'tin HPLC'de
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olugturdugu sinyal, girdl-
tiden kolaylikla ayrilabil-
migtir,  Et  ornekleri
kloramfenikol igin, Y&n-
tem-A'ya gore ekstrakte
edilip, asetonitril-sodyum
asetat buffer {(pH 4.3)
hareketli fazinda (25:75)
HPLC'de degerlendiril-
diginde, minimum tespit
edilebilir diizey 10 pg/kg
olarak bulunmugtur. Bu
sonug benzer ¢aligmalaria
uyum igindedir {BORIES
ve ark., 1983; WAL ve
ark., 1980}. Aynca bu
yontem, vyasalanmizda
kloramfenikol igin etlerde
izin verilen kalint ditzeyini
saptayabilecek duyarlilik-
tadir.

Yasalanmizda et,
bdbrek wve karacigeti
kapsayan hayvansal doku

278 nm deki Absorbans

o]

g

Allkonma sresl (dak.)

ornek kromatogram (b),

Cizelge 1. Farkh Derigimlerdeki Kloramfenikolun Geri Alma Oranlar

278 nm deki Absorbans

(4) Kleramfenikel 4.1 dak.
1

Eklenen diizey Analize slman | Orfalama bulunan | Standartsapma | Ortalama geri
{pg/kg) drnek sayis) diizey (ng/kg) () alma (%)
Yintem - A
12.5 3 11.23 ¢.59 89.80
23 3 2230 0.35 £9.20
50 3 450 272 90.00
Yintem - C+B
125 3 10.05 1.06 80.40
25 3 2125 1.25 85.00
50 3 4042 130 80.84

o

— e e b 1

Alikonma slres! (duk.)

Sekil 3.  Yontem A’ya gire ekstrakte.edilen érnek kromatogrami (a) ve kloramfeniko! ilaveli

drneklerinde kloramfenikol igin
izin verilen kalinti dizeyi 10
ng/g olarak belirtilmistir. Calig-
mada etlerdeki kloramfenikol
kalintisim saptamak igin uygun
oldugu belirlenen Yéntem-
A’nin, diger hayvansal dokulara
uygulanmasinda, Ozellikle ka-
racijerde  kloramfenikol’'un
analiz agsamasinda enzimler
tarafindan pargalanma olasilig
dikkate alinarak bu pargalan-

may1 engelleyecek piperonyi butxinde gibi inhibitbrlerin eklenerek galisiimasi gerektigi gorliglindeyiz.
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