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Ozet

Ulkemizde dahil olmak iizere bir ¢ok iilkede hayvansal protein agig1 vardir ve giin gegtikge hizli niifus
artisina bagl olarak bu acik buyiimektedir. Bu a¢igin kapatilmasi gerekmektedir. Bunu saglamak igin,
hayvanlarin bakim ve beslenmesi ile genetik yapisinin iyilestirilmesi yaninda, besi durumu ve verimlerini
artirmak amaciyla gelismeyi hizlandirict maddeler kullanilmaktadir. Bunlar; anabolik maddeler, antibiyotikler,
vitamin ve mineraller, rumen sindirimi degistiricileri, Noroleptikler, b-2 reseptor uyaricilari, Enzim ve bakteri
kaltirleridir.

"Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Yonetmelik (RG-27.12.2011-28155)" geregi karma
yemlere her tiirlit hormon ve hormon benzeri maddelerin katilmasi yasaktir.

Calisma, Oncelikle yemlerde kullanilan anabolizan maddelerin (Hormonlar) (Testosterone, 17 Alfa
Methyltestosterone, Progesterone, Melengestrol acetate, Trenbolone acetate, Beta estradiol, Alfa estradiol,
Ethinyl estradiol) tespitine uygun bir LC-MS/MS metodu gelistirerek, 6zellikle broiler, biiyiikbas ve kiigiikbas
besi yemlerinde bu anabolik steroitlerin kullanilip kullanilmadigini tespit etmek i¢in yapilmistir. Projede
oncelikle metot validasyonu yapilmis ve 2015-2016 yili igerisinde enstitiimiize gelen 295 numunede bu metot
kullanilarak analizler gergeklestirilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anabolizan Maddeler, Broiler Yemi, Biiyiikbas ve Kiiciikbas Besi Yemi, LC-MS/MS,
Metot Validasyon.

Abstract

Inmany countries, including our country, have animal protein deficiencies and this deficiency is growing
due to the rapid population growth day by day. To get over this, besides the improvement of the care and feding
operations and animals genetic structure, in order to increase efficiency and growth the accelerating agents are
used. These agents are; anabolic substances, antibiotics, vitamins and minerals, rumen modifiers digestion,
neuroleptics, b-2 receptor stimulators, enzymes and bacterial cultures.

Addition of all kind of hormones and hormone-like substances to mixed feeds is prohibited by the
“Regulation on Placing on the Market and Usage of Animal Feeds (RG-28155-27/12/2011)"

This study was carried out to develop an LC-MS/MS method suitable for the determination of anabolic
substances (Hormones) (Testosterone, 17 Alfa Methyltestosterone, Progesterone, Melengestrol acetate,
Trenbolone acetate, Beta estradiol, Alfa estradiol, Ethinyl estradiol) used in feeds, in particular to determine
whether these anabolic steroids were used in broiler, cattle and sheep feeds. In the project, firstly method
validation was made and by using this method 295 samples that came to the our institute in 2015-2016 was
analyzed and the results were evaluated.

Key Words: Anabolic Agents, Broliu Cattle Feed, Cattle and Sheep Fattening Feed, LC-MS/MS, Method
Validation

1. Giris

Giderek ve artan diinya niifusu ve yasam standardinin yiikselmesi fazla miktarda ve iyi nitelikli
hayvansal kaynakli besinlerin tiretilmesini zorunlu kilmaktadir. Bunu saglamak i¢in, hayvanlarin bakim ve
beslenmesi ile genetik yapisinin iyilestirilmesi yaninda, besi durumlarini ve verimlerini artirmak amaciyla yem
katki maddeleri; antibiyotikler, iyonoforlar, hormon etkisine sahip biiytime ajanlar1 gibi maddelerin kullanilmasi
o6nemli yer tutmaktadir (Kaya ve ark. 1997).
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Kirmiz et ve beyaz et tiretiminde gelismeyi hizlandiric1 ve semirtici amagla yaygin olarak hormon
etkisine sahip biliylime ajanlar1 kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin uygulanmasi hayvanda genel olarak, protein
sentezinde artig, sindirim kanalinin proteolitik aktivitesinde gelisme, bagirsaktan aminoasit absorbsiyonu ve
kaslardaki proteolitik aktivitenin yiikselmesini saglayabilmektedir (Ariman ve Aras 2002)

Tirkiye'de karma yemlere ilave edilen biiyiitmeyi artirict maddelerden her ttrli hormon ve hormon
benzeri maddeler ile antibiyotiklerin kullanimi “Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Y 6netmelik”
geregi yasaklanmistir. Kullanimina izin verilenler hari¢ antikoksidiyaller ve ila¢ niteliginde olan diger
maddelerin kullanimi da yasaklanmistir (Anonim 2011a).

Organizmada meydana gelen yikim faaliyetlerine katabolizma, yapim faaliyetlerine anabolizma, her
ikisine birden metabolizma denilmektedir. Anabolizmay1 yani viicuttaki sentez faaliyetlerini arttiran maddelere
de anabolik etkili veya anabolizan maddeler ad1 verilir. Anabolizan maddeler arasinda hormon ve hormon
benzeri etki gosteren maddeler 6nemli bir yer tutmaktadir. Fizyolojik kosullarda bir hiicre veya hiicre grubunca
iretilip kan ve lenf dolasimina verilen, bu yolla uzaktaki organ ve dokulara iletilen, bu doku ve organlarin
gorevlerini etkileyen kimyasal maddelere hormon denilmektedir. Anabolizanlar, yemle alinan proteinlerin daha
fazla miktarlarda viicutta kalmasina neden olarak canli agirlik artisini yiikseltmektedir. Bu maddeler glintimiizde
yem ve suya katilabilen veya bazi hayvanlara implante edilebilen farmasoétik ajanlar olarak kabul edilirler
(Anonim 2013).

Hormon kullaniminda elbette en énemli husus liretilen etlerin insan sagligina zarar vermemesidir.
Cesitli preparatlar i¢cin 60-90 giin arasinda degisen kesimden 6nceki son kullanma zamanina dikkat edilmelidir.
Et tiretimi amaciyla kullanilan hormonlarin uygulama yapilan hayvan etlerinde insan sagligina zarar verecek
miktarda rezidii birakip birakmadig: tartisma konusu olmustur. Alinan hormonun miktar1 ne kadar az olursa
olsun, viicutta hormonal dengeyi olumsuz yonde etkileyerek, sagliga zarar verdigi ve karsinojenik ve mutajenik
etkisi de bulundugu savunulmaktadir. Ozellikle dogal hormonlar, hayvanlarin yenebilen dokularina enjekte
edilir ve bu hormon depolari insanlar tarafindan tiiketilirse tehlike arz ettigi belirtilmektedir (Tuncer 2007).

Hormon benzeri maddelerin dogal olarak elde edilmeleri son derece giigtiir. Ornegin 1 g tiroid hormonu
tiroksin 700 koyundan, yine bobrek {istii kortisosinin hormonu cortin 2500 sigirdan ve 1 g 6strojende 15-20
milyon domuzdan elde edilmektedir. Dolayisiyla bu kadar giic elde edilenler yem katki maddesi olarak
kullanilmamaktadir. Bu hormonlarin dogrudan hayvanlara verilmesi pahali olmasi nedeniyle sentetik olarak
elde edilen benzeri maddeler ayni amagla kullanilmaktadir (Tuncer 2007).

Hormonlar kimyasal yonden ya steroid ya da protein yapisinda olurlar. Steroid yapilt hormonlar agizdan
alindiklarinda sindirim kanalindan emilerek viicutta etkinliklerini devam ettirirler. Ornegin dogum kontrol
haplari steroid hormonlardir ve agizdan kullanilirlar. Tersine protein yapidaki hormonlar midede pargalanir ve
agizdan alindiklarinda viicutta etkinlik gosteremezler. Bunun i¢in genellikle protein yapili hormonlar bir etki
olusturmak i¢in viicuda enjeksiyonla verilmelidir.

Anabolik maddeler viicutta azotun tutulmasina, proteinler ve amino asitlerin parcalanmasinin
azalmasina yol acarak kas ve yag kitlesini artirirlar; viicutta, azot yaninda, sodyum, potasyum, kiikiirt, fosfor ve
klorun tutulmasina da sebep olurlar (Yarsan 2013).

Anabolik maddelerin siniflandirilmasi 6zellikleri agagidaki gibidir;

O lIk grupta; viicutta sekillenen dogal steroid hormonlar (testosteron, dstradiol 17, progesteron)

O Ikinci grupta; dogal hormonlarin yari-sentetik ve sentetik tiirevleri ve esterleri (benzoat, enantat, ...)
B Testosteron tiirevleri (boldenon, stanazolol, ...)
B 19-nortestestoron tiirevleri (nandrolon, miboleron, trenbolon)
B Progesteron benzerleri (melengesterol asetat)

O Ugiincii grupta steroid yapili olmayan stilbenler (DES)

B Biiyiime hormonu, somatotropin, somatomedinler, zeranol (Yarsan 2013).

Ostradiol, progesteron ve testosteron hayvanlar tarafindan iiretilen dogal yapili cinsiyet hormonlari
oldugu i¢in hayvanlara disaridan uygulanan ile kendi viicutlarinda bulunanlari ayirt etmek miimkiin
olmadigindan diizenli kalint1 izleme miimkiin degildir. Bununla beraber zeranol ve trenbolon asetat kalintilarini
belirlemek miimkiindiir.
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Avrupa Birliginde, 1981 yilinda Oestradiol 178, Testosterone, Progesterone, Zeranol, Trenbolone
acetate, Melengestrol acetate’in yem katkisi olarak kullanimi (81/602/EC) sayili kararla yasaklanmistir (Tuncer
2007).

Tiirkiye'de Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Y 6netmelik geregi karma yemlere her tiirlii
hormon ve hormon benzeri maddelerin katilmasi yasaktir (Anonim 2011a).

Bu ¢aligsma, 6ncelikle yemlerde kullanilabilecek anabolizan maddelerin (Hormonlar) (Testosterone, 17
Alfa Methyltestosterone, Progesterone, Melengestrol acetate, Trenbolone acetate, Beta estradiol, Alfa estradiol,
Ethinyl estradiol) varligini tespit etmek amaciyla gelistirilen LC-MS/MS metodu kullanilarak, 6zellikle broiler,
buyiikbas ve kiigiikbas besi yemlerinde bu anabolik steroitlerin kullanilip kullanilmadigimn tespit etmek igin
yapilmuistir.

2.Materyal ve Yontem
2.1.Materyal

Yemlere teknolojik olarak katilmasi muhtemel hormonlar steroid yapida olanlardir. Bu ¢alismada
asagida Cizelge 1’de verilen standart maddeler kullanilmistr.

Cizelge 1. Kullanilan Standart Maddeler

Standart Adi Cas No Firma Katalog No

1 | Testosterone 58-22-0 Dr. Ehrenstofer GmbH | C17322500

2 | 17 Alfa Methyltestosterone 58-18-4 Dr. Ehrenstofer GmbH | C15144000

3 | Progesterone 57-83-0 Dr. Ehrenstofer GmbH | C16342000

4 | Melengestrol acetate 2919-66-6 Dr. Ehrenstofer GmbH [ C14861700

5 | Trenbolone 10161-33-8 Dr. Ehrenstofer GmbH | CA17607700

6 | Beta estradiol 50-28-2 Dr. Ehrenstofer GmbH | C13213100

7 | Alfa estradiol 57-91-0 Dr. Ehrenstofer GmbH | C13213000

8 | Ethinyl estradiol 57-63-6 FLUKA 02463

Yemlerin Resmi Kontrolii, Numune Alma, Onay - Kayit ve Yemlerin Piyasaya Arz1 Hakkinda Uygulama
Talimati’ndabelirlenen yem tiplerinden ¢alismada kullanilanlar asagida belirtilmistir (Anonim 2012).

Broiler Yemleri
Etlik Civciv Baslangic Yemi
Etlik Civeiv Yemi
Etlik Pili¢ Yemi
Kesim Oncesi Etlik Pili¢ Yemi
Biiyiikbas ve Kiiciikbas Besi Yemleri
Kuzu Besi Yemi
Toklu Besi Yemi
Buzag Biiyiitme Yemi
S1g1r Besi Yemi
Boga Yemi

Yemlerde anabolizan maddelerin tespiti i¢in Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’ne
analiz amaclh gonderilen yem numuneleri analiz materyali icin kullanilmistir. Broiler, biiyiikbas ve kiigiikbas
besi yemleri grubundan gelen 6rnekler 2 paralelli ve 2’ser enjeksiyonlu olarak ¢alisilmistir. Her bir grubun
altindaki yem ¢esitlerinden 30'ar 6rnek analiz edilmesi planlanmis fakat gerceklesme sayilari farkli olmustur.

2.2.Yontem
2.2.1.Numunenin Ekstraksiyonu

Yemler ve yem maddeleri blenderde 6giitiilerek homojen hale getirilir. 50 ml’lik santrifiij tiipine 2g numune
tartilir. 10ml ekstraksiyon cozeltisi (%90MeOH+%10Su+%0,2 Formik Asit) ilave edilir. 15 dakika
calkalayicida karistirilir. 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonunda stteki berrak ¢ozeltiden
enjektor yardimi ile numune alinir ve enjektore takilan 0,20 pm seliiloz filtreden stiziilerek HPLC flakonuna
alinir ve LC-MS/MS sistemine 5 pl enjeksiyon yapilir (Anonim 2011b, Anonim 2015 ve Mark ve ark. 2011).
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Analizde kullanilan LC MS/MS parametreleri Cizelge 2, Autosampler parametreleri Cizelge 3 ve LC
Time Programi ise Cizelge 4’de verilmistir.

Cizelge 2. LC MS/MS Parametreleri

Tonization Mode ESI(+),ESI(-)
Total Flow 0,4 mL/min
Oven Temperature 40 °C
Desolvation Gas Flow 550 L/h
Source Temperature 150 °C
Desolvation Temperature 250 °C
Capillary voltage 3kV

Cizelge 3. Autosampler Parametreleri

injection Volume 5uL

Cooler Temprature 10 °C

Cizelge 4. LC Time Programi

Zaman (dk) Akis (ml/dk) Pump A % Pamp B %
0 0,4 90 10
1 0,4 90 10
3 0,4 40 60
3,5 0,4 10 90
4 0,4 10 90
4,01 0,4 90 10
5 0,4 90 10

Mobil fazlar asagida gortldig gibidir.
Mobil FazA: Su0,05mM Amonyum Floride
Mobil Faz B: ACN:MeOH 50:50(v/v)

Sonu¢ Hesaplama: Kalibrasyon standartlar1 6rnekteki konsantrasyonlar {izerinden hazirlandigindan
cihazda okunan deger dogrudan sonug olarak verilir.

2.2.2.Metot Validasyonu

Metod validasyonunda asagidaki parametreler calisilmistir.

*Dogrusallik
*Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)
*Kesinlik
o Tekrarlanabilirlik
o Tekrartiretilebilirlik
*Dogruluk (Geri Kazanim)
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3. Bulgular
3.1. Metot Validasyonu

Projemizde ad1 gegen standartlar temin edildikten sonra bu standartlarin cihaza tanitimlari yapilip ana

iyon ve par¢alanma tirtinleri tespit edilmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Analitler ve Kiitle Spektrometresi Bilgileri

Standart Ad Precursor Product 1 Product 2 Product 3
m/z m/z m/z m/z
1 | Testosterone 289,10 96,90 108,90 253,10
2 | 17 Alfa Methyltestosterone 303,10 96,90 108,90
3 | Progesterone 315,10 96,90 108,90
4 | Melengestrol acetate 397,15 236,00 279,10 337,10
5 | Trenbolone acetate 271,10 106,90 199,00 253,00
6 | Beta estradiol 270,90 144,80 182,90
7 | Alfa estradiol 270,90 144,80 182,90
8 | Ethinyl Estradiol 294,90 145,00 269,00
3.1.1.Dogrusallik

Dogrusallik calismalarinda kullanilan standartlar mix olarak hazirlanmis ve 50-1250 pg/kg uygun
konsantrasyon araliginda dogrusallik calismast yapilmistir. Her bir analit i¢in dogrusal aralik belirlenmistir.
Kalibrasyon egrisinden elde edilen residualler performansin gostergesidir ve her bir konsantrasyon diizeyi i¢in
residual degeri <+%20 olmustur. Dogrusal Aralik R2>0,99 olarak tespit edilmistir (Sekil 1).

Testosterone

Trenboclone

17 Alfa Methvltestosterone

Melengestrol Acetate

Beta estradiol

1400,0
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Alfa estradiol s > Ethinyl Estradiol

Sekil 1. Analitlere ait Dogrusallik Grafikleri

3.1.2. Tespit Limiti (LoD) ve Tayin Limiti (LoQ)

Blank matrix tizerine her bir analit i¢in 125 ppb konsantrasyonda standart ilave edilerek ekstraksiyon
islemi uygulanmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan 6rneklerin LC-MS-MS cihazina enjeksiyonu sonucunda elde
edilen degerlerin standart sapmasi bulunarak Tespit Limiti (LoD) ve Tayin Limiti (LoQ) asagidaki formiillerle
hesaplanmustir. (Cizelge 6).

Tespit Limiti (LoD)=C,+3SD
Tayin Limiti (LoQ)=C,+10SD

C,=Blank 6rnege eklenen konsantrasyon

Cizelge 6. Tespit Limiti (LoD) ve Tayin Limiti (LoQ) Degerleri

Tayin Limiti (LoD) Olciim Limiti (LoQ)
Analitler pg/kg pg/kg
Testosterone 132,73 150,78
17 Alfa Methyltestosterone 135,41 159,68
Progesterone 138,49 169,95
Melengestrol acetate 143,12 185,39
Trenbolone acetate 135,97 161,57
Beta estradiol 140,58 176,93
Alfa estradiol 143,82 187,75
Ethinyl Estradiol 147,01 198,35

3.1.3. Kesinlik
3.1.3.1. Tekrarlanabilirlik ve Tekrariiretilebilirlik

Tekrarlanabilirlik: Hormonsuz yem numunesine spike yapilan 6rnekler ayni giin icinde 6 defa analize
aliarak elde edilen sonuglarin %RSD degerleri hesaplanmistir (Cizelge 7).

Tekrariiretilebilirlik: Hormonsuz yem numunesine spike yapilan érnekler farkli giinlerde (3 giin)
icinde 6 defa analize alinarak elde edilen sonuglarin %RSD degerleri hesaplanmistir (Cizelge 7).

Cizelge 7. Tekrarlanabilirlik (%RSD) ve Tekrariiretilebilirlik (%RSD) Degerleri

Analitler Tekrarlanabilirlik (%RSD) | Tekrariiretilebilirlik (%RSD)
Testosterone 2,70 6,67
17 Alfa Methyltestosterone 1,04 4,30
Progesterone 6,41 9,44
Melengestrol acetate 6,13 10,29
Trenbolone acetate 1,47 4,61
Beta estradiol 8,66 9,81
Alfa estradiol 7,18 8,069
Ethinyl Estradiol 12,34 11,37
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3.1.4. Geri Kazanim

Geri kazanim oran1 250 ve 750 ppb konsantrasyonlarda standart ilave edilerek hazirlanan 6rnek ile test
edilmistir. Geri kazanim oranlari asagida Cizelge 8’de verilmistir

Cizelge 8. Geri kazanim Degerleri (%)

Analitler Geri Kazamim (%)

Testosterone 97,91

17 Alfa Methyltestosterone 100,90
Progesterone 101,55
Melengestrol acetate 92,05

Trenbolone acetate 100,39
Beta estradiol 98,50
Alfa estradiol 98,25
Ethinyl Estradiol 94,94

3.1.5. Ol¢iim Belirsizligi Tahmini/Hesaplanmasi

Olgiim belirsizligi hesaplanmasinda asagida verilen parametreler kullanilmistir;
*Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi
*Kesinlik
o Tekrarlanabilirlik
O Tekrariiretilebilirlik
*Dogruluk (Geri Kazanim)
Bu verilerden faydalanarak elde edilen degerler Cizelge 9’da verilmistir

Cizelge 9. Genisletilmis Rolatif Belirsizlik (%) Degerleri

. Genisletilmis Rolatif Belirsizlik (%
Analitler $ (220 ng/kg icin) (%)
Testosterone 14,69
17 Alfa Methyltestosterone 11,06
Progesterone 23,29
Melengestrol acetate 24,55
Trenbolone acetate 10,86
Beta estradiol 27,09
Alfa estradiol 23,40
Ethinyl Estradiol 34,58

3.2.Proje Uygulama Bulgular

Projenin stirdiiriildiigti 2015-2016 yillarinda enstitiimiize analiz i¢in gelen numunelerden uygun olanlar analize
almmistir. Ozellikle broiler yemlerinde hedeflenen sayida numune temin edilmistir. Hatta hedeflenen
numuneden fazlasi analize alinmistir. Biiylikbas ve kiigiikbas besi yemlerinde ise hedeflenen sayilara
ulagilamamistir. Bazi tiplerde enstitiimiize izleme kapsaminda numune gelmistir (Cizelge 10). Enstitlimiize
gelen numuneler Testosterone, 17 Alfa Methyltestosterone, Progesterone, Melengestrol acetate, Trenbolone
acetate, Beta estradiol, Alfa estradiol, Ethinyl estradiol yoniinden analiz edilip incelediginde bu analitler
agisinda tespit limiti seviyesinde bir kalinti miktarina rastlanmamustir.

Cizelge 10. Projede Hedeflenen ve Analiz Edilen Numune Sayilar

Yem Tipleri Hedeflenen Analiz Edilen Numune
Numune Sayisi Sayisi

Etlik Civciv Baglangic Yemi 30 55
Etlik Civeiv Yemi 30 82
Etlik Pili¢ Yemi 30 61
Kesim Oncesi Etlik Pili¢ Yemi 30 40
Kuzu Besi Yemi 30 13
Toklu Besi Yemi 30 1
Buzagi Biiyiitme Yemi 30 8
S1gir Besi Yemi 30 35
Boga Yemi 30 0

TOPLAM 270 295
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4. Tartisma ve Sonugc:

Bu c¢alismanin tamamlanmasiyla ele alinan anabolizan maddelerin (Testosterone, 17 Alfa
Methyltestosterone, Progesterone, Melengestrol acetate, Trenbolone acetate, Beta estradiol, Alfa estradiol,
Ethinyl Estradiol) tespitine uygun bir LC-MS/MS metodu gelistirilmistir.

Calisma kapsaminda analizi yapilan 6rnekler bakanligimizin denetim faaliyetleri kapsaminda
tilkemizin ¢esitli illerinden alinan numunelerden olusmaktadir. Bu 6rneklerin hi¢birinde projedeki maddelere
rastlanilmamis olmasi bu maddelerin yemlere katilarak kullanilmalarinin yaygin olmadigi sonucunu
distindiirmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda analizi yapilan numune sayisi kisith olmustur. Ancak bu analizin 6niimiizdeki
yillarda rutin denetim kapsamina alinmasi sonucunda, 6rnekler genisletilerek s6z konusu yasakli maddelerin
risk denetimi agisindan daha saglikli verileri elde edilecegi diistiniilmektedir.
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