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Siitteki Siilfonamidlerin Tayini icin Yeni bir Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Gelistirilmesi ve

Valide Edilmesi
Tiilay OYMAK
One Cikanlar: OZET:
» Kromatografik

Bu ¢aligmada siilfonamidler (SAs) grubunda bulunan siilfadiazin (SDZ), siilfamerazin (SMR)
ve stilfometaksazol’iin (SMX) siit numunelerinde analizi i¢in hizli, hassas ve basit bir yiiksek
performanslt sivi kromatografi (HPLC) yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. SDZ, SMR
ve SMX’in siitten ekstraksiyonunda protein ¢oktiirme yontemi kullanilmustir. Protein ¢oktiirme
yonteminde ¢oktiiriicii reaktif tiirli ve miktart optimize edilmistir. Caligma matriks etkisinin
analizlere olan etkisinin gézlemlenmesi amaciyla tiim validasyon parametreleri siit numuneleri
kullanilarak ¢aligilmistir.  Yontemin validasyonunda ICH klavuzu uyarinca dogrusallik,
saglamlik, dogruluk ve kesinlik testleri gergeklestirilmistir. Siit numunelerinde siilfonamidlerin
tayini i¢in gelistirilen yontemin gozlenebilme sinirlar1 (LOD) SDZ, SMR ve SMX i¢in sirastyla
0.11, 0.10 ve 0.14 pg/mLve tayin sinirlart (LOQ) 0.34, 0.30 ve 0.43 pg/mL’dir. SAs’lerin
siitteki  ortalama geri kazanimlari > %93.044.4’tlir. Yontemin giin i¢i ve gilinler arasi
tekrarlanabilirligini % bagil standart sapma cinsinden sirasiyla < %6.0 ve <% 5.4’dir.
Gelistirilen yontem dogru ve glvenilir olup gida kontrol ve toksikolojik analiz
laboratuvarlarinda siit numunelerinin igerigindeki SAs'lerin rutin analizi i¢in kullanilabilir.
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In this study, a rapid, sensitive and simple high performance liquid chromatographic (HPLC)
method was developed and validated for the analysis of sulfadiazine (SDZ), sulfamerazine
(SMR) and sulfamethoxol (SMX) in milk samples which are in the group of sulfonamides
(SAs). Protein precipitation method was used in the extraction of SDZ, SMR and SMX from
milk. The precipitant reagent type and its amount were optimized in the protein precipitation
method. All validation parameters were studied using milk samples in order to observe the
effect of the study matrix effect on the analyses. Validation of the method was carried out with
linearity, robustness, accuracy and precision in accordance with the ICH guideline. The limits

%mides of detection (LOD) of the method developed for the determination of sulfonamides in milk
. HPLC samples were 0.11, 0.10 and 0.14 pg/mL and the limits of quantification (LOQ) were 0.34, 0.30

and 0.43 pg/mL for SDZ, SMR and SMX, respectively. The average recoveries of SAs in milk
are > 93.0 + 4.4%. The intra-day and inter-day reproducibility of the method in terms of %
relative standard deviation are < 6 % and <5.4%, respectively. The developed method is
accurate and reliable and can be used in routine analysis of SAs in milk samples in food control
and toxicological analysis laboratories.

» Method validation

Tiilay OYMAK (Orcid 1D:0000-0001-5820-1364), Sivas Cumhuriyet Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,Temel Eczacilik
Bilimleri Boliimii, Analitik Kimya Ana Bilim Dali, Sivas, Tiirkiye

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Tiilay Oymak, e-mail: tulayoymak@cumbhuriyet.edu.tr

1615


https://orcid.org/0000-0001-5820-1364

Tiilay OYMAK 14(4), 1615-1625, 2024

Siitteki Siilfonamidlerin Tayini icin Yeni bir Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Gelistirilmesi ve
Valide Edilmesi

GIRIS

Antibiyotikler insan ve hayvan sagliginda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte antibiyotiklerin asir1 kullanimi1 sonucu, belediye, tarim, hastane ve
ilag tliretim tesislerinden ¢evre ortamina salinirlar. Bunun insan saglig1 ve sucul ortam iizerinde ciddi
olumsuz etkileri olabilir(Mthiyane et al., 2023; Sarakatsanou, Karastogianni, & Girousi, 2023).
Gilinlimiizde antibiyotikler, yiizey sulari, yeralti sulari, atik sular ve atik su aritma tesislerinin girisleri
ve hayvansal gidalarda tespit edilmistir (Watkinson, Murby, & Costanzo, 2007). Ayrica, ¢ogu
antibiyotik zayif bir sekilde metabolize edilir ve tiiketilen ilaglarin 6nemli bir ylizdesi degismeden
atilir. Sonug olarak, c¢esitli ilaglarin siirekli olarak ¢evreye salinmasi, ilaca direngli mikroplarin ortaya
cikmasina neden olur. Bu nedenle, gida iiretimi ve saglik hizmetlerinde antibiyotiklerin yaygin
kullanimi, bu bilesiklerin ¢evrede birikmesi konusunda ciddi endiselere yol agmustir. Antibiyotik
kalintilarinin ¢evre ve gida orneklerindeki miktarini belirlemek insan ve hayvan sagligi i¢in  hayati
onem tagimaktadir(Zhao et al., 2019).

Siilfonamidler (SAS), insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlarin tedavisi ve ayrica biiyiimenin
desteklenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir grup sentetik genis spektrumlu antibiyotiktir (Shaaban
et al., 2023; Yang, Yang, & Liao, 2004). Siilfonamidlerin 6zellikle besi hayvanlarinda asir1 kullanimi
ve gevresel ortamlara desarji, bazi tiirlere kars1 mikrobiyal dirence ve olumsuz saglik risklerine yol
acabilir. SAs kalintilar1 igeren gidalarin uzun siireli tiiketimi, diisiik derisim seviyelerinde bile, ilaca
direng gelisimi, asir1 duyarh bireylerde alerjik reaksiyonlar ve hatta karsinojenite ve mutajenite dahil
olmak lizere insan sagligina dogrudan zarar vermesi kagimilmazdir (Kechagia & Samanidou, 2017;
Shen, Huang, Liu, & Shuai, 2021).

Bunlar1 géz oniinde bulundurarak bazi iilkeler, tiiketici giivenligi agisindan gida iiriinlerindeki
siilfonamidler igin belirli maksimum kalint1 limitleri belirlemistir. Ornegin, Belgika ve Birlesik Krallik,
ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa Birligi, siit ve siit iiriinlerinde tiim siilfonamid
kalintilarinin maksimum kalint1 seviyesini 100 pg/L olarak belirlemistir (Avrupa Komisyonu, 2009).

Hayvan dokularinda, yumurtalarda, siitte ve balda siilfonamid kalintilarinin tanimlanmasi ve
miktariin belirlenmesi i¢in ¢esitli analitik yontemler gelistirilmistir Mevcut yontemler arasinda farkli
dedektorlere sahip yiiksek performanslhi sivi kromatografisi (HPLC) gaz kromatografisi ve kapiler
elektroforez (CE) yer almaktadir. (Assassi, Tazerouti, & Canselier, 2005; Ji et al., 2017; Kim, Jeong,
Park, Kim, & Kim, 2016; Patyra, Przeniosto-Siwczynska, & Kwiatek, 2019).

Gida numunesindeki SAS'lerin nispeten diisiik derisimi ve karmagsik matris goz Oniine
alindiginda, geleneksel analitik yontemin sinirli hassasiyeti nedeniyle dogrudan 6l¢tim ¢ok zordur. Bu
nedenle, gida numunelerindeki ila¢ kalintilarinin dogru analizi i¢in basit, glivenilir, uygun maliyetli ve
cevre dostu bir yonteminin gelistirilmesi 6nemlidir (Feng, Hu, Zhao, & Zeng, 2019; Moga, Vergara-
Barberan, Lerma-Garcia, Herrero-Martinez, & Simo-Alfonso, 2020). Numune hazirlama, numune
alma veya 6l¢iim gibi diger iki adimla karsilastirildiginda analizin en zorlu adimidir. Bu kritik adimda
analitlerin basariyla izole edilmesi ve numunenin analiz i¢in uygun bir forma ulagsmas1 gerekir. Dogru
sonuglar elde etmek i¢in numune hazirlama ¢ok 6nemlidir. Dolayisiyla bu adim 6zel dikkat gerektirir
ve ayn1 zamanda zaman alict bir islemdir. Literatiirde pek ¢ok klasik ornek hazirlama teknigi
mevcuttur (Maciel, de Toffoli, Neto, Nazario, & Langas, 2019).

Bu ¢alismada siilfadiazin, siilfamerazin ve Siilfametaksazol siit 6rneklerinde es zamanli tayini
icin hizl, hassas ve valide edilmis bir protein ¢coktiirme sonrasi yiiksek performansli sivi kromatografi
yontemi gelistirilmistir. Caligma matriks etkisinin analizlere olan etkisinin gézlemlenmesi amaciyla
validasyon testlerinin tiimiinde siit numunesi kullanilmistir.  Siilfadiazin, siilfamerazin ve

1616



Tiilay OYMAK 14(4), 1615-1625, 2024

Siitteki Siilfonamidlerin Tayini icin Yeni bir Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Gelistirilmesi ve
Valide Edilmesi

siilfametaksazol ekstraksiyonunda protein ¢oktiirme yonteminde kullanilan reaktif cinsi ve hacmi
optimize edilmistir. Ayrica yontemde kolon sicakligi, mobil fazin bilesenlerin orani, akis hizi ve mobil
fazin pH’smin ayirma verimliligi iizerindeki etkisi optimize edilmistir. Yontemin validasyon ¢aligmasi
dogrusallik, tespit ve tayin sinirini, dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve saglamlik caligmalarini
icermektedir.

MATERYAL VE METOT

Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan stilfadiyazin, siilfametaksazol ve siilfamerazin Merck firmasindan temin
edilmistir. Hareketli fazin hazirlanmasin da kullamilan asetonitril, metanol Sigma-Aldrich, formik asit
Merck firmasindan saglanmistir. Siitteki proteinleri ¢oktiirmede kullanilan perklorik asit Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan su MP Minipure Dest Up ultra saf
su sisteminden saglanmistir.

Siit orneklerinin hazirlanmasi

Siit ornekleri protein ¢oktiirme teknigi ile hazirlanmistir 2.5 mL siit falkon tiipe ilave edilmis,
tizerine 1.0 mL %10’luk HCIO4 ve 1.5 mL ultra saf su eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler yarim saat
bekledikten sonra 60 dk 5000 rpm devirde santriflij edilmistir. Proteinler tiipiin alt tabakasinda pelet
olusturarak ¢okmiistiir. Siipernatant alinip viyallere aktarilmis ve analiz i¢in cihaza verilmistir.

Kromatografik kosullar

Kromatografik analizler, dortlii bir pompa (LC 20AD), otomatik ornekleyici (SIL-20AC) ve
DAD dedektorii (SPD-M20A), ile donatilmis bir Shimadzu marka yiiksek sivi kromatografi sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Veri toplama ve analiz i¢in LabSolution v1.25 yazilimi kullanilmastir.

Tiim ayirmalar SilUR/USil marka C18 (250 x 4.6 mm, 5 um, ve 150 x 4.6 mm, 5 um) kolonda
gerceklestirilmistir. Mobil faz, %0.1 formik asit ¢ozeltisi ve asetonitril (70:30, v/v) ile hazirlanmistir.
1.0 mL/dk’lik bir akis hiz1 ve 30 °C'lik kolon sicakligi kullanilmistir. Dedektoriin 6l¢tim dalga boyu
265 nm enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. SDZ, SMR ve SMX’in alikonma zamanlar1 sirasiyla 3.27, 4.08,
ve 9.38 dakikadir. Ornek kromatogram Sekil 1'de verilmistir.

A L1 0)
2.004 -

265nm  spz SMR

=
il

SMX

Sekil 1. 10 pg/mL SDZ, SMR ve SMX’e Ait Kromatogram
BULGULAR VE TARTISMA
HPLC Sistem Uygunluk Parametreleri

Kapasite faktorii (k)
Analiz edilen maddenin kromatografik kolon tizerindeki kaliciligint 6l¢gmek i¢in kullanilan bir
parametredir. Ideal kapasite faktorii 1 ile 10 arasinda olmalidir (Korashy, Gawad, Hassan, &

Abdelkawy, 2022). Kapasite faktor hesab1 asagidaki formiille hesaplanir.
1617



Tiilay OYMAK 14(4), 1615-1625, 2024

Siitteki Siilfonamidlerin Tayini icin Yeni bir Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Gelistirilmesi ve
Valide Edilmesi

kl - tr—to (1)

to
tr: Analitin alikonma zamani
to: Hareketli fazin alikonma zamani

Teorik plaka sayisi (N)

Teorik plaka sayis1 yiiksek olan kolonlar daha dar ve keskin pikler olusturmaktadir. Teorik plaka
say1s1 arttik¢ca kromatografik kolonun etkinligi artar. Pik genisliginden yararlanilarak ifade
edilmektedir (Chromatography, 2014).

Teorik plaka sayis1 hesabu:
2

N =16 (tv—’\» (2)

formiilii ile hesaplanir.

Secicilik faktorii (o)
Secicilik faktori iki farkli analit pikinin birbirinden ayrimini ifade eder. Seg¢icilik degerlerinin
daima 1’ den biiylik olmasi beklenmektedir (Korashy, Gawad, Hassan, & Abdelkawy, 2022).

Secicilik faktor hesabi asagida verilen formiil ile hesaplanir.

kr,
a= = (3)

k1’: birinci pikin kapasite faktorii
kz’: ikinci pikin kapasite faktorii

Rezoliisyon (Rs)

Rezolusyon kromatografik sistemin karisimdaki belirli bilesikleri ayrigsma giiciinii gosterir. R
birden fazla veya esitse bilesenlerin ayrildigini, birden kiigiikse, bilesenlerin piklerinin ¢akistigini ve
ayrilmadigimi ifade eder (Ioannis N.Papadoyannis and Victoria F.Samanidou, 2004; Joe P, 1991).
Kantitatif analizlerde pikler arasindaki rezoliisyonun degerinin 1.5’dan biiyiik olmasi onerilmektedir
(Sabir, Moloy, & Bhasin, 2016).

Rezoliisyon hesab1 asagidaki formiil ile hesaplanir

Rs = 2lri=tr2) (4)

tr: alikonma zamani
W:pik genisligi
HPLC yonteminin validasyonu
Yontem validasyonu i¢in dogrusallik, dogruluk, kesinlik, gbzlenebilme siniri, tayin sinir1 ve geri
kazanim parametreleri incelendi (Korashy et al., 2022; Sabir, Moloy, & Bhasin, 2016).

Mobil faz bilesen oranlarinin belirlenmesi

Mobil faz bilesiminin etkisini gézlemlemek i¢in yapilan ¢alismada alikonma zamani, pik yapisi
ve pik alani agisindan en iyi oran % 0.1 FA:ACN:metanol 75:15:10 (v/v/v) goézlemlenmistir.
SiIlUR/USIl C18 ( 250 mm, 4.6 mm, 5 um) kolonda, 1.0 mL/dk akis hizi, 30.0 °C kolon sicakligi, 265
nm dalga boyu kromatografik kosullarinda degisen mobil faz bilesenleri degerlerine gore SDZ, SMR
ve SMX’in alikonma zamanlar1 (dk), kapasite faktorleri, secicilik faktdrii ve rezoliisyon degerleri
Cizelge 1’de verilmistir. Sistem uygunluk parametreleri dikkate alindiginda mobil faz bilesimi
75:15:10 (v/vlv) olarak sec¢ilmistir. Mobil faz bilesimde %ACN orani arttikga pik genisligi ve
kuyruklanma azalmakta ve analiz siiresi kisalmaktadir. % 75:25 (v/v) kapasite faktorii sirasiyla 0.6, 0.9
ve 3.0 hesaplanmistir. Bu kosulda analitlerin birbirinden uygun olarak ayrilamadigi gozlenmistir.
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Mobil faz bilesimine metanol eklenerek SAs’lerin kromatografik ayrimina etkisi incelenmistir. Mobil
Faz bilesiminde metanol oranmin artmasiyla kapasite faktorii 1’e yaklasmigtir. Mobil faz bilesimi
75:15:10 (viviv) ve 75:10:15 (v/v/v) arasinda k ve a degerleri arasinda fark gézlenmemis siirenin daha
kisa olmasi nedeniyle mobil faz bilesimi 75:15:10 (v/v/v) optimum olarak se¢ilmistir. Daha sonra ayn1
mobil faz bilesimde ayn1 6zellikte daha kisa bir kolon kullanilarak SAs’lerin ayrimi incelenmistir. 150
mm kolonda SAs’ lerin kromatografik ayrimi basarili bir sekilde gerg¢eklesmistir. Bundan sonraki
deneyler 75:15:10 (v/v/v) mobil faz bilesimi ve 150 mm C18 kolonu kullanilmigtir. Mobil faz bilesen
oranlari ile ilgili kromatogramlar Cizelge-1’de verilmistir.

Cizelge 1. Mobil Faz Bilesen Oranlarinin SAs’lerin Kromatografik Ayrimina Etkisi

Mobil Faz Bilesenleri (%) Alikonma Siireleri (dk) Kapasite Faktorii o Rs

A B C SDZ SMR  SMX ki kz Ks o1 02 Rs; Rs>
85 15 - 7.2 9.3 285 13 19 7.9 15 4.1 11 8.6
80 20 - 5.7 6.9 173 08 1.2 4.4 15 3.8 11 6.0
75 25 - 49 5.7 121 06 0.9 3.0 1.4 3.4 0.7 3.7
75 20 5 5.1 6.1 137 07 10 3.4 1.4 3.5 1.0 53
75 15 10 5.4 6.7 159 08 1.2 4.2 1.6 3.5 11 6.8
75 10 15 5.5 7.1 172 08 13 4.6 1.6 3.5 0.8 8.4

A: % 0.1 FA ¢ozeltisi, B: ACN C: Metanol

Protein ¢oktiirme yonteminin optimizasyonu

Protein ¢oktlirme ydntemi, bir plazma ve siit gibi protein igerigi yiiksek bir 6rnege metanol ,
asetonitril gibi bir organik ¢6ziictiniin veya HCI, HCIO4 gibi bir inorganik asitin eklenmesini igerir (Li
et al., 2015; Pochivalov, Cherkashina, Shishov, & Bulatov, 2021). Eklenen reaktif numunedeki
proteinlerin ¢ozeltiden ¢okelmesine neden olur ve santrifiijlemeden sonra proteinler tiipiin dibinde bir
pelet olusturur. Siipernatant analiz i¢in kullanilmak tizere alinir.

Protein ¢oktliirme yontemi gelistirme c¢alismalar1 sirasinda ¢oktiiriicii ajan olarak metil alkol,
asetonitril (ACN), perklorik asit (PA) , aseton ve bunlarin bilesimleri denenmistir. Coktiirme islemi
icin 2,5 mL siit 6rnegi iizerine standartlar ve ¢oktiirme ajanlari eklenmistir. En iyi ¢okmeyi PA ile
saglamistir. ACN ve metil alkol ile yapilan ¢oktiirme isleminde proteinlerin ¢okmesi ve pelet haline
gelmesi daha fazla ¢oktiiriici (>2 mL) gerekmektedir ve siipernatant berrak degildir ve HPLC
analizine uygun degildir. PA ile yapilan ¢oktliirme isleminde proteinlerin ¢okmesi i¢in gerekli olan
hacim diger ¢oktiirliciilerden daha az (<1 mL) ve siipernatant berraktir. Bu sebeple ¢oktiiriicii ajan
olarak % 10’ luk PA’nin farkli miktarlar1 denenmistir.

0.25 ve 0.5 mL %10 PA ilavesinde SDZ ve SMX geri kazanim degerleri > %94.8 iken SMX i¢in
% GK degerleri sirasiyla %73.4 ve 80.4’tiir. 0.75 mL ve 1.0 mL % 10 PA miktarlarinda ii¢ analit
icinde % GK degerleri > %95.2°tir. %10 PA miktar1 artiginda SMX i¢in %GK degeri diismiistiir.
Biiyiik bir olasilikla ¢oktiiriicii miktar1 arttiginda SMR’de proteinlerle birlikte ¢okmektedir. Geri
kazanim verileri Cizelge 2’de verilmistir. Optimum PA miktar1 olarak 1.0 mL se¢ilmis ve bundan
sonraki deneylerde ¢oktiiriicii olarak %10’luk 1 mL PA kullanilmastir.

Cizelge 2. Protein Coktiirme Ajan1 Olarak Kullanilan % 10 PA Miktarinin SAs Geri Kazanimlaria Etkisi

Protein ¢oktiirme ajan olarak kullanilan %10 SDZ SMR SMX

PA miktar1 (mL) %GK %GK %GK

0.25 99.1+4.8 94.8+5.4 73.4+6.3
0.5 100.3+0.4 101.5+3.2 80.4+5.8
0.75 104.1 £1.1 102.1£0.9 95.7+4.9
1.0 100.0 +4.0 98.3 %1 95.2 +4.1
1.25 91.8+2.6 94.4 +6.1 74.2 £0.7
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Dogrusalhk

Dogrusallik ¢aligsmasi kapsaminda elde edilen HPLC yanitlar1 ile kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Analizde 0.5 ile 30.0 pg/mL, arasinda degisen sekiz noktada ve her birinde 3 tekrarli analiz yapildi.
Elde edilen HPLC yanitlar1 ile kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrileri ve denklemleri Sekil

2’de verilmistir.
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Sekil 2. SAs lerin Kalibrasyon Grafikleri
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Sekil 3. SAs’lerin Standart Cozelltilerinin Kromatogramlar1 (0.5-30 pg/mL)

Gozlenebilme ve tayin sinir1

Yontemin gozlenebilme(GS) ve tayin sinir1 (TS) belirlemek i¢in siit rneklerine 2 pg/mL SAs
eklenerek ayni giinde 10 tekrarli analizi yapildi. GS ve TS degerleri asagida verilen formiiller
kullanilarak hesaplandi (ICH, 2005).

GS=33x> (5)
SD
TS =10+~ 6)

SD: Standart sapma S: egim

Yontemin kesinlik ¢alismasinda 2, 5, 10 pug/mL SAs standart ¢ozeltileri kullanildi. Giin i¢i
kesinlik caligmalari, aynm1 giin i¢inde ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltilerin 5 tekrarli analizi
yapildi. Giinler aras1 kesinlik ¢alismasi ise 3 farkli derisimdeki ¢bzeltilerin 3 farkli giin de analizi ile
yapildi. Standart sapma ve ortalamala deger kullanilarak % bagil standart sapma (BSS)
hesaplanmustir.

SD
%BSS = < * 100

SD: Standart sapma X : ortalama
Glin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik sonuglar1 Cizelge 3’ te verilmistir.

Cizelge 3. Giin Ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik Sonuglart

SAs Giin ici tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
(n=5) (n=3)
Eklenen Bulunan Bulunan
(ng/mL) (X£SD.pg/mL)) %GK %BSS %BH (X+£SD. pg/mL) %GK %BSS %BH
2 2.10+0.1 105.0+5.0 2.3 0.0 1.99+0.10 99.4+4.6 4.6 -0.6
SDZ 5 5.14+0.26 102.8+5.16 5.0 -7.0 4.98+0.11 99.7+2.1 2.1 -0.3
10 10.61+0.20 106.1+2.0 2.0 -1.8 10.26+0.56 102.6£5.6 5.4 5.2
2 2.06+0.11 103.0+5.5 54 0.0 2.08+0.03 104.1£1.3 1.2 4.1
SMR 5 5.11+0.22 102.3+4.4 4.3 -7.0 4.90+0.20 98.0+4.1 4.2 -2.0
10 9.93+0.18 99.3+1.8 2.0 -1.8 9.80+0.20 98.0+2.0 2.0 -4.0
2 2.14+0.07 107.04£3.5 3.1 0.0 2.13+0.03 106.3t1.6 1.4 2.0
SMX 5 4.81+0.29 96.1+5.8 6.0 -7.0 4.65+0.22 93.0+4.4 4.7 -71.0
10 9.54+0.30 95.4+3 34 -1.8 9.63+0.19 96.3£1.9 1.9 -1.5
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Dogruluk
Dogruluk igin geri kazanim ¢alismasi yapilmistir. Geri kazanim ¢alismast siit 6rneklerinde 4, 10,
20 pg/mL olmak tizere 3 farkli derisimde 3 ayri tekrar olacak sekilde yapildi. Calismada % geri

kazanim hesab1 asagidaki formiille hesaplanmustir.

) Olciilen
%Geri kazanim = oKlenen

Siit numunesinde geri kazanim sonuglart SDZ i¢in % 99.444.6 ve 106.1 £2.0 SMR igin
99.3+1.8 ve 104.1+1.3 SMX i¢in 93.0 4.4 ve 107.0+£3.5 araliginda gozlenmistir. Siilfanamidler i¢in
bagil hata degerleri % -0.3 ve % 7.5 araligindadir. Sonuglar Cizelge 4'te detayli olarak verilmistir.

Saglamhik

Gelistirilen HPLC yoOnteminin saglamliginin smanmasi i¢in sicakliktaki kiigiik degisimlerin
analiz sonuglarina etkisi incelendi. Caligmada sicakliginin kromatografik ayrima etkisini gézlemlemek
icin 30, 35 ve 40 °C de analizler yapildi. Artan sicaklik degerlerinin analitlerin alikonma siiresi ve pik
alanlar1 lizerinde O6nemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiis ve optimum sicaklik 30 °C olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4. Sicakligin SAs’lerin kromatografik Ayrima Etkisi (1.00 mL/dk akis hizi, A=265 nm n=3)

Kolon SDz SMR SMX

Sicakligi tr Pik Alam tr Pik Alam tr Pik Alam
(°O)

30 5.26+0.16 587244+7999 5.60+0.14 43235344508 15.66+0.22 414646+17590
35 5.45+0.07 585816+12368 6.52+0.49 430544424838 16.35+0.30 406767+22333
45 5.36+0.01 581556+5153 6.69+0.05 433214+1753 15.40+0.14 405471+24664

Sistem uygunluk testi

Yontemin sistem uygunlugunu degerlendirmek i¢in, teorik plaka sayilari, kuyruklanma faktor,
kapasite faktorii, alikonma siiresi, rezoliisyon ve pik genisligi kullanildi. Sistem uygunluk
parametreleri LC Labsolution 1.25 yazilimi ile hesaplandi. Sistem uygunluk parametreleri Cizelge 5°te
verilmistir.

Cizelge 5. HPLC Sistem Uygunluk Parametreleri

Parametre SDz SMR SMX
Lineer aralik 0.5-30 0.5-30 0.5-30
Kalibrasyon esitligi y = 36378x + 1304 y = 48074x - 4906 y = 37850x + 8850
Korelasyon katsayisi 0.9998 0.9997 0.9984
GS (ug/mL) 0.11 0.10 0.14
Teorik plaka sayisi (N) 2131 2267 4120
Kapasite faktori (k) 2.35 3.18 8.73
Kuyruklanma faktorii (TF) 1.22 1.19 1.16
Alikonma zamam (t;) 3.27 4.08 9.38
Resoliisyon (Rs) 3.42 2.56 11.2
USP Pik genisligi 0.284 0.343 0.579

Ornek uygulamasi

Yerel marketten alinan ti¢ farkli markaya ve ¢iftlikten alinan bir siit 6rnegine gelistirilen yontem
uygulanmistir. Yontem uygulanmig siit numunesi ve 2, 5 ve 10 pg/mL eklenmis siit numunesine ait
kromatogram Sekil 4’de verilmistir. Siit 6rneklerinde SDZ, SMR ve SMX kalintisina rastlanmamustir.
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Sekil 4. Siit Numunesine Protein Coktiirme Islemi Sonras1 Elde Edilen SAs’lerin Kromatogrami

Gelistirilen protein c¢oktiirme temelli- kromatografik yontemin diger yontemlerle
karsilastiriimasi

Siit orneklerinde SAs’lerin tayini igin gelistirilen protein c¢oktiirme temelli HPLC-DAD
yonteminin literatiirdeki benzer c¢alismalarla karsilastirilmasi Cizelge 6'da verilmistir. Literatiirde
bulunan bir ¢ok ¢alisma da siit 6rneklerine protein ¢oktiirmeye ek olarak bir ayirma/deristirme yontemi
de uygulanmistir (Arroyo-Manzanares, Gamiz-Gracia, & Garcia-Campaiia, 2014; Fu et al., 2019; Gao,
Luo, Ding, & Feng, 2010). Onerilen yéntemde siit drneklerinde SAs’lerin miktarlar1 protein ¢oktiirme
isleminden sonra HPLC ile basit, dogru ve hizli bir sekilde tayin edilebilmektedir. Gelistirilen yontem
Tablo 4'teki diger yontemlerle karsilastirildiginda daha az kimyasal kullanimi, pratiklik, zaman ve siit
orneklerindeki > %93 geri kazanim degerleri ile 6nemli avantajlara sahiptir. Ayrica karsilastirilabilir

LOD ve % BSS degerlerine sahiptir.

Cizelge 6. Gelistirilen Yontemin Literatiirdeki Diger Yontemlerle Karsilagtirilmast

LOD Lineer

Yontem Arahik %BSS % GK Kaynak

(ng/L) (ug /L)
DLLME-HPLC-PD <1.21 2.01-250 <97 90.8-104.7 (Arroyo-Manzanares et al., 2014)
MSPE-LC-MS/MS 05495 00520  09-108  87.6-1156  (Gao, Luo, Ding, & Feng, 2010
IAC-HPLC-PDA 14.1-450°  46.9-1500 <55 7821052  (Kim. Jeong, Zpg;'g)K'm' & Kim,
'\D"KBSPE/ HPLC- 0.02-1.5 0.1-500 <77 80.7-116.2 (Nasir et al., 2019)
DLLME-UHPLC-MS  0-5-15 10-500 <75 88.2-99.5 (Shaaban et al., 2023)
MSPE-HPLC-UV 116-159  0.02-50.000 =57 62.2-104.3 (Li et al., 2015)
ME-HPLC-UV 1-5 3-1500 <9.0 93-100 (Pochivalov et al., 2021)
SPE-HPLC-VWD 1 10-20000 <5.2 68.9-103.8 (Chen et al., 2019)
PC-HPLC-DAD <0.43¢ 0.5-30° <6.0 93.0-106.3 Bu calisma

a:ng/L, ®:ng/mL, ©:pg/kg, ¢:mg/L,MSPE: Manyetik kat1 faz ekstraksiyon, ME: Mikroekstraksiyon DLLME: Dispersif sivi sivi ekstraksiyon M-p-SPE:
Manyetik mikro-kati faz ekstraksiyon, IAC: immiinoafinite kromatografisi PC:Protein Coktiirme

SONUC

Bu calismada SDZ, SMR, ve SMX’in siit 6rneklerinde ayni anda analizi i¢gin HPLC yontemi
gelistirilmistir. SDZ, SMR, ve SMX’in HPLC yo6ntemi ile ayn1 anda analizi 1.0mL/dk akista 75:15:10
(v/vIv) oraninda %0.1°1lik formik asit, ACN ve metanol ile ters faz C18 kolonu (4.6 x 150 mm x 5 um)
ile yapilmistir. Gelistirilen HPLC yonteminin validasyonu i¢in SDZ, SMR, ve SMX standart
cozeltilerinin dogrusalligi, gozlenebilme sinir1 ve tayin smiri, dogrulugu, kesinligi, geri kazanim ve
saglamlik gibi validasyon parametreleri degerlendirilmistir. Izlenen tiim validasyon test
parametrelerinin kabul edilebilir sinirlar iginde oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak 6nerilen yontem,
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stit orneklerinde siilfonamidlerin miktarinin belirlenmesi i¢in dogrulugu yiiksek, tekrarlanabilir ve
saglamdir. Ayrica siit orneklerinde SAs’lerin es zamanli tayinin i¢in rutin olarak kullanilabilir.
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