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OZET

ULTRA YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI-YUKSEK
COZUNURLUKLU KUTLE SPEKTROMETRESI (UHPLC-HR/MS) ILE
BEBEK GIDALARINDA SULFONAMID GRUBU ANTIBIYOTIiK
KALINTILARININ VE METABOLITLERININ BELIRLENMESI iCiN
ANALIZ METODU GELISTIiRILMESI

Ulgen Ilknur KONAK

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Eyliil 2016, 206 Sayfa

Bu c¢alismada, bebek gidalarinda eser miktarda bulunabilecek 17 tane
stilfonamid grubu antibiyotik kalintilarinin ve metabolitlerinin ultra yiiksek performansl
stvi kromatografisi-yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometresinde (UHPLC-HR/MS)
analizi i¢in yeni bir metot gelistirilmistir. Analitler, ASE sistemi ve QuEChERS
ekstraksiyonu kullanilarak ekstrakte edilmistir. Gelistirilen analiz ydnteminin
giivenilirligini test etmek amaciyla metot validasyonu yapilmaistir.

ASE sisteminde en yiiksek verimi elde etmek i¢in ¢dzgen bilesimi, sicakligi,
yikama hacmi, dongii sayis1 ve statik siliresi parametreleri optimize edilmistir.
QuEChERS ekstraksiyonu AOAC’nin standart yontemine gore yapilmistir. Sivi
kromatografisi kisminda hareketli fazin bilesimi, akis hizi, kolon sicaklig1 ve enjeksiyon
hacmi parametreleri agisindan en uygun kosullar belirlenmistir. Kiitle spektrometresinde
ise analitlerin yiiksek segicilikte ve hassasiyette tespit edilebilmesi igin sheath ve
auxiliary gazlarmin akis hizlari, kapiler ve heater sicakliklar1 ve sprey voltaji
parametreleri optimize edilmistir. Metot validasyonunda dogrusallik ve ol¢iim araligi,
secicilik, tespit limiti, tayin limiti, dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlenmistir.

Arastirma sonucunda, QUEChERS ekstraksiyonu ile kiyaslandiginda analitlerin
geri kazanim oranlarinin  ASE sisteminde daha yiliksek oldugu ve ASE’nin
tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik agisindan daha iyi sonuglar verdigi tespit
edilmistir. Metot validasyonu sonucunda elde edilen veriler, analiz yonteminin eser
miktarda analitlerin yiiksek secicilik, dogruluk ve kesinlikte analizi i¢in uygun oldugunu
gostermistir.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AN ANALYSIS METHOD FOR DETERMINATION OF

RESIDUES AND METABOLITES OF SULFONAMIDES IN BABY FOODS BY

ULTRA-HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY COUPLED
TO HIGH-RESOLUTION MASS SPECTROMETRY

Ulgen ilknur KONAK

PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
September 2016, 206 Pages

In this study, a new method was developed for the analysis of the residues and
their metabolites of 17 sulfonamides in baby foods by ultra-high performance liquid
chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry. All analytes were
extracted using ASE and QUEChERS extraction. The developed method was validated
to test the reliability of the analyses.

Solvent composition, temperature, flush volume, number of cycles and static
time were optimized in ASE to obtain the highest yield. QUEChERS extraction was
performed according to standard method of AOAC. The optimum conditions were
determined in terms of composition of the mobile phase, flow rate, column temperature
and injection volume in liquid chromatography. Sheat and auxiliary gas flow rates,
capillary and heater temperatures and spray voltage were optimized to detect the
analytes in high selectivity and sensitivity in mass spectrometry. Linearity, dynamic
range, selectivity, limit of detection, limit of quantification, accuracy and precision were
determined in method validation.

As a result, compared with QUEChERS extraction, recovery rates for all analytes
were higher in ASE system and the optimized ASE procedure provided better
repeatability and reproducibility values. The results obtained with method validation
showed that this method was suitable for determination of trace amount of the analytes
with high selectivity, accuracy and precision.

KEYWORDS: Orbitrap-Exactive, baby foods, sulfonamide, ASE, QUEChERS,
validation
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ONSOZ

Gida giivenligi, tliketicilere sunulan gidalarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
acidan icerdigi tehlikelerin azaltilmasi veya onlenmesi i¢in alinan tedbirlerin biitlinlinii
ifade etmektedir. Gida kaynakli tehlikelerin onlenmesi, ham maddeden baslayarak gida
tilketimine kadar devam eden gida zincirindeki her bir asamanin kontrol edilerek uygun
tedbirlerin alinmasi ile saglanmaktadir. Giinlimiizde gida maddelerinin daha giivenli bir
sekilde tiiketilebilmesi i¢in gerekli uygulamalarin yapilmasina ragmen tiiketicilerin gida
kaynakl1 hastaliklara maruz kaldigi goriilmektedir. Kimyasal tehlikeler, gida giivenligi
kapsaminda tiiketici sagligini olumsuz yonde etkileyen etkenlerden bir tanesidir.
Antibiyotik kalintilar1, bu grup tehlikelerin ig¢erisinde yer alan hayvansal gida kaynakli
kimyasallardir. Gidalarda antibiyotik kalintilari hayvanlara uygulanan antibakteriyel
tedavilerin asir1 veya yanlis uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Hayvan yetistiriciliginde kullanilan ilaglarin 6nceligi hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesi olmalidir. Antibiyotikler, bu kullanim amacinin yani sira hayvanlarin
besi verimliliginin artirilmast ve canlit agirlik artisinin - saglanmasi igin  de
uygulanmaktadir. Veteriner hekimlikte kullanilan antibiyotiklerin bilingli ve gilivenli
kullanim1 ¢ok o©nemlidir; c¢iinkii antibiyotiklerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi
sonucunda et, siit, yumurta ve bal gibi hayvansal gidalarda ilag kalintilarina
rastlanilmaktadir. Bu durum insan sagligi yaninda iilke ekonomisini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Antibiyotiklerin asirt ve uygun olmayan sekilde kullanilmasi sonucunda
hayvansal gidalarda olusacak kalintilarin tespit edilmesi gida giivenligini ve buna bagh
olarak insan sagligin1 korumak amaciyla iizerinde durulmasi gereken ¢ok Snemli bir
konudur. Bu yiizden gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarinin kontrolii ve tespiti igin
giivenilir analitik metotlara ihtiyag¢ vardir.

Bu calismada, hayvan kaynakli gidalarda ozellikle eser miktarda bulunan
kalintilar1 yiiksek dogrulukta ve kesinlikte tespit edecek uygun analiz yonteminin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bebeklerin ve ¢ocuklarin antibiyotik kalintilarina maruz
kalmas1 sonucunda etkilenme orami yetigkinlere gore daha yiliksek oldugu i¢in, bu grup
tilketicilerin tiikettigi hayvan kaynakli bebek gidalarinda bulunabilecek kalintilarin
analizi lzerinde durulmustur. Calismamizda veteriner hekimlikte yaygin olarak
kullanilan siilfonamid grubu antibiyotiklerin ve metabolitlerinin yiliksek ¢oziintirliiklii
kiitle spektrometresi ile analizi gergeklestirilmistir. Ornek hazirlama asamasi, analitik
yontemin istenilen amaca uygun olarak basarili bir sekilde uygulanmasi agisindan
onemlidir. Bu amacla, ¢alismamizda ilgili analitlerin gida matriksinden ytiksek verimde
ekstrakte edilmesi amaciyla hizlandirilmis ¢ozgen ekstraksiyonu (ASE) ve QUEChERS
ekstraksiyonu kullanilmustir.

Tez calismam sirasinda her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen danigsman
hocam Sayin Prof. Dr. Muharrem CERTEL’e, ¢alismam sirasinda goriis ve Onerileri ile
bana yol gosteren tez izleme komitesi iiyeleri Saymn Yrd. Dog¢. Dr. Biilent SIK’a
(Akdeniz Universitesi Turizm Fakiiltesi) ve Yrd. Dog. Dr. Edip BAYRAM’a (Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi), Orbitrap kiitle spektrometresinde yaptigim analizlerde
degerli goriisleri ve teknik destekleri ile bana yardimci olan Sayin Okan ONGAN’a
(Okan Ongan Teknik) ve M. Onur SAGLAM’a (RedoksLAB), ASE ve QuEChERS
ekstraksiyon islemleri sirasinda bana destek olan Saymm Timur TONGUR’a (Gida



Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi), ASE sistemi ile ilgili bilgilerini benimle
paylasan Saymn 1. Burak CAM’a (Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi),
tez ¢alismam sirasinda manevi destekleri ile yanimda olan degerli arkadaslarim Sayin
Siikriye NILUFER e (Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi) ve H. Aydan
YATMAZ’ a (Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi), bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan Sayin Gizem YILDIZ a (Akdeniz Universitesi Mithendislik Fakiiltesi)
ve Taner ERKAYMAZ’a (Gida Glivenligi ve Tarimsal Aragtirmalar Merkezi), hayatim
boyunca maddi ve manevi destekleri ile her zaman yanimda olan canim aileme,
arastirmami maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Yonetim Birimi’ne ve cihazlarimi kullanma imkani sunan Gida Giivenligi ve
Tarimsal Arastirmalar Merkezi Miidiirii Saym Prof. Dr. Mehmet INAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

Da dalton

dk dakika

eV elektronvolt
g gram

kg kilogram
kV kilovolt

mbar milibar

mg  miligram

mL  mililitre

mM  milimolar

mm  milimetre
MPa megapascal
ms milisaniye

psi pound/ingkare
S saniye

\Y volt

uL  mikrolitre

pm  mikrometre
% yiizde

°C derece selsiyus

Kisaltmalar

akb Atomik kiitle birimi

ADI Kabul edilebilir giinliik alim miktar1
AOAC Resmi Analitik Kimyagerler Dernegi
APCI Atmosferik basing kimyasal iyonizasyon
API Atmosferik basing iyonizasyon

ASE Hizlandirilmis ¢6zgen ekstraksiyonu

CAS Kimyasal Kuramlar Servisi

Cl Kimyasal iyonizasyon

CID Carpisma etkili ayrisma

dSPE Dispersif kat1 faz ekstraksiyonu

El Elektron iyonizasyon

ESI Elektrosprey iyonlagsma kaynagi
Eurachem Avrupa Analitik Kimya Orgiitii

FWHM Pik ytiksekliginin yarisindaki pik genisligi
GC-MS Gaz kromatografi-kiitle spektrometresi
GMP Iyi Uretim Uygulamalari

HACCP Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1
HPLC Yiiksek performansh sivi kromatografisi
HRMS Yiiksek ¢oziiniirlikli kiitle spektrometresi
ICR Iyon siklotron rezonans

INN Uluslararasi tescilli olmayan ad1
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ISO
IUPAC
LC-MS
MAE
MALDI
MRL
PLE
PSA
QqQ
SFE
TOF
UHPLC
WHO
PSE
SSE

Uluslararas1 Standardizasyon Komitesi
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
S1v1 kromatografi-kiitle spektrometresi
Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
Maksimum kalint1 limiti

Basingli s1v1 ekstraksiyonu

Primer sekonder amin

Ucglii kuadrupol

Stiperkritik siv1 ekstraksiyonu

Ucus zamanli

Ultra yiiksek performansli s1vi kromatografisi
Diinya Saglik Orgiitii

Basingli ¢6zgen ekstraksiyonu

Subkritik ¢6zgen ekstraksiyonu
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GIRIS Ulgen Ilknur KONAK

1. GIRIS

Gida kaynakli hastaliklarin ortaya c¢ikmasi toplumlart genel olarak saglik,
ekonomik ve sosyal agidan etkilemektedir. Gida giivenligi ve kalitesi, giiniimiiz kiiresel
pazarinda tiiketiciler, hiikiimetler ve de Treticiler tarafindan giderek artan bir ilgi
gormektedir. Bu yiizden, gida endiistrisinin bu ilgiyi karsilayabilecek sekilde iiretim
yapabilmesi gerekmektedir. Bu da giivenli gida iiretiminde ve tiiketiminde belirli
sistemlerin kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir. Bu sistemlerin basinda Iyi Uretim
Uygulamalar1 (GMP) ve Kritik Kontrol Noktalarinda Tehlike Analizi Uygulamalari
(HACCP) gelmektedir. Bu uygulamalarin temel prensibi, gida kaynakli tehlikelerin
Onlenmesi, azaltilmasi, kontrol edilmesi veya elimine edilmesidir (Malik vd 2010).

Gida giivenligi, son yillarda halk sagliginin korunmasi agisindan birgok iilkede
hiikiimetler tarafindan ytliksek Oncelikli bir konu olarak dikkate alinmaktadir. Ayrica
tilkketicilerin de bu konuya olan ilgileri ve duyarliliklar1 giin gegtikge artmaktadir. Bu
yiizden, gida gilivenligi alaninda bilim insanlarinin ve mevzuatlari olusturan otoritelerin,
gida tiiketiminde tiiketicilerin karsilasabilecekleri olas1 riskleri belirlemesi ve
tanimlamas1 gerekmektedir. Bu islemler de gidalarda kimyasal kontaminantlarin analiz
edilmesinde kullanilan analitik yontemlerin giderek gelismesi ile saglanmaktadir.
Veteriner ilaclari, pestisitler, kalicit ¢evresel kimyasallar ve dogal toksinler gidalarda
bulunabilecek insan saghigini tehdit eden baslica kimyasallardir. Diinya Saglhik Orgiitii
(WHO) ve diger uluslararasi orgiitler, hem insan hem de hayvan tibbinda antibakteriyel
tedavilerin asir1 veya yanlis uygulanmasi sonucunda ortaya cikan risklere dikkat
cekmektedir. Bu agidan gidalarda eser miktarda bulunabilecek kalinti ve

kontaminantlarin belirlenmesi giinlimiizde giderek artan bir ilgi gérmektedir (Sun vd
2012).

Antienfeksiyoz, antimikrobiyal veya kemoterap6tik maddeler olarak da bilinen
antibakteriyel ajanlar, hem sentetik hem de dogal bilesikleri igermektedir. Dogal
antibakteriyel ajan simifinda yer alan antibiyotikler, kiifler veya bakteriler tarafindan
tiretilen ve diisiik konsantrasyonda diger mikroorganizmalar1 6ldiiren (bakterisid) veya
onlarin gelisimini engelleyen (bakteriyostatik) diisik molekiil agirligina sahip
bilesiklerdir. Dogal olarak mikroorganizmalar tarafindan iiretilen antibiyotikler;
penisilin, tetrasiklin, makrolid, aminoglikozit ve amfenikol olmak iizere bes gruptan
olusmaktadir. Fakat, giinlimiizde antibiyotik ve antibakteriyel ajan terimleri es anlaml
kullanildig1 i¢in; antibiyotik terimi siilfonamid, kinolon, nitrofuran ve nitroimidazol gibi
sentetik bilesikleri de kapsamaktadir (Gentili vd 2005, Reeves 2012).

Antibiyotikler, en 6nemli biyoaktif ve kemoterapotik bilesik gruplarindan biri
olarak mikrobiyal enfeksiyonlarin 6nlenmesi veya tedavisi amaciyla insan ve hayvan
tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir (D1 Corcia ve Nazzari 2002, Kiimmerer 2009).
Hayvanlara hastaliklar1 onlemek, tedavi etmek ve kontrol altinda tutmak amaciyla
diizenli olarak antibiyotik verilmektedir. Tedavi amacinin yani sira bu bilesikler
hayvanlarin besi verimliliginin artirilmasi ve canli agirlik artisinin saglanmasi amaciyla
da uygulanmaktadir (Greenless vd 2012). Veteriner hekimlikte kullanilan baslica
antibiyotikler sunlardir; B-laktam (penisilin ve sefalosporin), tetrasiklin, kloramfenikol,
makrolid, linkozamid, spektinomisin, siilfonamid, nitrofuran, nitroimidazol, polimiksin,
kinolon ve makrosiklik (ansamisin, glikopeptit ve aminoglikosid) (Chafer-Pericas vd
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2010). Giiniimiizde insan ve hayvan tibbinda birgok antibiyotik kullanilmasina ragmen
bunlardan bazilar1 gida iiretiminde kullanilan hayvanlara verilmesi i¢in onaylanmistir.

Siilfonamid grubu antibiyotikler, 1940’1 yillarin  basindan itibaren
bakteriyostatik etkili sentetik antibakteriyel ilaglar olarak insan ve hayvan tibbinda
uygulanmaktadir (Baran vd 2011). Bu grup antibiyotikler, beyaz veya ¢ok az sarimsi
renkli ve kokusuz toz yapiya sahiptir ve bazilar1 aci tattadir (Dmitrienko vd 2014).
Genis spektrumlu etkiye sahip olan siilfonamid grubu antibiyotikler; kolay
bulunabilmeleri, ucuz olmalar1 ve hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi edilmesinde
oldukga etkili olmalarindan dolay1 hayvancilik sektoriinde kiiresel 6lgekte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu grup antibiyotikler, insanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin
onlenmesinde ve tedavi edilmesinde uygulanan ilk ilaglardir (Gentili vd 2004, Tarbin vd
2012). Prontosil, 1930’larin basinda Gerhard Domagk tarafindan kesfedilen ilk
stilfonamid yapisinda olan antibiyotigin ticari adidir ve Gerhard Domagk, Prontosil’in
kemoterapdtik etkisini kesfinden dolayr 1939 yilinda Nobel Tip Odiiliinii almistir
(Samanidou vd 2008, Reeves 2012).

Siilfonamid grubu antibiyotiklerin kimyasal yapis1 viicutta metabolize edilirken
degisim gostermekte ve metabolitleri agiga ¢ikmaktadir. Bu grup antibiyotiklerin temel
metabolik iz yolu, yapisindaki benzen halkasinda N* konumunda yer alan amino
grubunun asetilasyonudur. Bu doniisiim oncelikle karacigerde meydana gelmekle
birlikte diger dokularda da gerceklesebilmektedir (Garcia-Galan vd 2008, Abdallah vd
2014). Siilfonamidlerin metabolize olmasi, bu bilesiklerin antibakteriyel aktivitesini ve
toksisitesini etkilemesi agisindan 6nemli bir olgudur. Genel olarak, metabolitleri ana
bilesige oranla daha diisiik antibakteriyel aktivite degerine sahiptir. Ayrica, bu grup
antibiyotiklerin asetilasyonu sonucu olugan metabolitler ana bilesige kiyasla suda kayda
deger miktarda daha az ¢oziinmektedir. Gida iiretiminde kullanilan hayvanlara
antibiyotik uygulandiginda bu hayvanlarin bobreklerinde ¢okerek biriken metabolitler
renal toksisite olusturmaktadir ve ayrica ana bilesige oranla plazma proteinine daha
fazla baglanmalar ilacin disariya atilim hizin1 da etkileyebilmektedir (Botsoglou ve
Fletouris 2001a, Li vd 2013). N*-asetil metabolitlerin asidik ortamda stabil olmamalar1
ve deasetilasyon ile ana bilesige geri doniisiimleri analiz metotlarinda biiyiik bir sorun
teskil edebilmektedir. Analitlerin matriksten ekstraksiyonu sirasinda meydana
gelebilecek dontisiimler analiz sonucunda metabolitlerin ana bilesik olarak
degerlendirilmesine (yanlis pozitif sonug) ve hesaplamalarda hata yapilmasina neden
olabilmektedir. Bu yiizden N*-asetil metabolitlerin analiz sirasinda tespit
edilebilmelerinin yani sira ana bilesikten ayirt edilebilmeleri giivenilir bir analiz metodu
i¢in zorunludur (Grant vd 2003).

Viicuda alman antibiyotikler, organizmada tam olarak metabolize
olamadiklarindan ve viicuttan atilamadiklarindan dolayi antibiyotik kalintilar tiiketiciler
icin toksik olabilmekte, tiiketicilerin organlarinin c¢alismasina olumsuz etkide
bulunabilmekte ve bunun sonucu olarak da hastaliklara ve hatta Gliime neden
olabilmektedir. Ayrica, antibiyotikler insanlarda alerjik reaksiyonlara ve antibiyotige
direngli patojenlerin gelismesine yol agcabilmektedir (D1 Corcia ve Nazzari 2002, Gentili
vd 2005, Wang vd 2006). Gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarmmin insanlarda
immunopatolojik ve otoimmiin hastaliklara, kanserojen ve mutajen etkiye, nefropatiye,
tireme bozukluklarina ve kemik iligi toksisitesine neden oldugu belirtilmektedir (Nisha
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2008). Antibiyotik kalintilarinin insanlar tizerindeki olumsuz etkileri niifusun en
savunmasiz risk grubunda yer alan 0-2 yas arasindaki bebek ve c¢ocuklarda daha
onemlidir. Bu yiizden bebek ve cocuklar i¢in gida glivenligine 6zel olarak Onem
verilmesi gerekmektedir. Ciinkli baz1 bebek ve ¢ocuk gidalar1 hayvan kaynakli (et,
tavuk, hindi) oldugu veya bal ve siit {riinii igerdigi icin antibiyotik kalintilarim
icerebilmektedir. Bebeklerin agirlik basina gida tliketim orani yetigkinlere gore daha
yiiksek oldugundan dolay1 bebeklerin yetiskinlere kiyasla veteriner ilag kalintilarina
maruz kalma riski daha fazladir (Herrera-Herrera vd 2011, Aguilera-Luiz vd 2012).

Son yillarda gida giivenligi agisindan veteriner ila¢ kalintilar ile ilgili gesitli
sorunlar sik sik giindeme gelmektedir. Avrupa Birligi gida giivenligini saglamak
amactyla hayvan kaynakli gidalardaki ila¢ kalintilarina yonelik maksimum kalinti
limitlerini (MRL) belirlemistir. Bu degerler her bir ilacin kabul edilebilir giinlik alim
miktart (ADI) ve maksimum gida tiiketimi dikkate alinarak hesaplanmaktadir. Avrupa
Birligi’nde 470/2009/EC sayili Konsey Tiiziigii ile ilag kalinti limitleri belirlenmistir
(Anonymous 2010a). Ayrica veteriner ilag kalintilarinin izlenmesi 2377/90/EC sayili
Konsey Direktifi ile diizenlenmistir (Anonymous 2007). Avrupa iilkelerinde, Kanada’da
ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde yenilebilir hayvansal {iirlinlerde siilfonamidlerin
MRL degeri 100 pg/kg; Japonya’da ise 20 pg/kg olarak kabul edilmistir (Wang vd
2006). Ulkemizde ise hayvansal gidalarda bulunabilecek farmakolojik aktif maddelerin
siniflandirilmasini ve maksimum kalint1 limitlerini i¢eren ve 470/2009/EC sayili Avrupa
Birligi Parlamentosu ve Konsey Tiiziiglintiin ilgili hiikiimleri ile 37/2010/EEC sayili
Komisyon Tiizligline paralel olarak hazirlanan ydnetmelik mevcuttur (Anonim 2012).
Yonetmeliklerde stilfonamid grubu antibiyotiklerin, gida elde edilen tiim tiirlerin kas,
yag, karaciger ve bobrek dokularinda ve sigir, koyun ve kegi siitinde MRL degeri 100
ug/kg olarak belirlenmistir. Ancak hem Avrupa Birligi’nde hem de iilkemizde bebek
gidalarinda ila¢ kalint1 limitlerini tanimlayan gecerli herhangi bir mevzuat ve yontem
bulunmamaktadir. Bu bosluktan dolayr bebek mamalarinda antibiyotik kalint1 tolerans
limiti sifir olarak kabul edilmektedir.

Gidalarda bulunan cesitli mikro kontaminantlarin tespit edilmesi amaciyla
oncelikli olarak dogruluk degeri yiiksek ve saglam (robust) analitik metotlarin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Stolker ve Brinkman 2005). Diisiik miktardaki
parcalanma iriinlerinin ve ayrica ham maddelerin veya iiriinlerin analizi sirasinda
yardimc1 maddelerden kaynaklanan girisimlerin (interference) tespiti olduk¢a zordur
(Joshi 2002). Bu yiizden gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarinin kontrolii igin
giivenilir bir analitik metoda ihtiya¢ vardir. Gidalardaki ve hayvan dokularindaki bu
kalintilarin analizinde yaygin olarak biyolojik yontemler (bioassay) kullanilmaktadir.
Bu yontemler genellikle bir antibiyotik grubunun {iyeleri arasinda analit bazinda bir
ayrim yapmamakta, tespit edilen ‘toplam’ kalintt miktarimin yari-nicel bir sekilde
belirlenmesini saglamaktadir. Ancak basit ve diisiik maliyette olmalarindan dolay1 bu
yontemlerin kullanimi devam etmektedir. Bununla birlikte, analiz edilen 6rneklerin
tolerans seviyesini asan konsantrasyonda antibiyotik icerdigini belirtmeden once
bilesikleri tek tek tanimlayacak sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS) veya
gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) gibi yeterli olgiide segici ve hassas
aletsel yontemlerle bu belirlemenin dogrulanmasi veya onaylanmasi gerekmektedir
(Stolker ve Brinkman 2005). Siilfonamid grubu antibiyotiklerin kalint1 analizleri genel
olarak kiitle spektrometresine dayali yontemlerdir. GC-MS cihazinda polar yapida olan
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ve ucucu yapida olmayan bu bilesiklerin tiirevlendirme isleminin yapilmasi
gerektiginden dolay1 antibiyotik kalinti analizinde LC-MS cihazt kullanilmaktadir
(Balizs ve Hewitt 2003).

Bir analizin en 6nemli basamagi olan numune hazirlama asamasi, analizde
sonraki basamaklari etkilediginden dolay1 analitlerin tanimlanmasinda, onaylanmasinda
ve miktarmin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu asama, c¢esitli
matrikslerden ilgili bilesiklerin izolasyonunu ve/veya ekstraksiyonunu igermektedir.
Ayrica analitleri ayirmak ve tespit etmek icin daha uygun hale getirmektedir. Son
yillarda, farkli igerikteki matrikslerde bulunan tek sinifa veya farkli siniflara ait
bilesiklerin eser diizeydeki miktarlarin1 belirlemek i¢in hizlandirilmis ¢ozgen
ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, kati
faz mikro ekstraksiyon ve QUEChERS gibi yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir
(Turner 2006, Stolker ve Danaher 2012). Genelde ekstraksiyon isleminden sonra
orneklerin dogrudan cihazda okutulmasi, islem sayisinin azalmasini ve analiz siiresinin
kisalmasini saglamasina ragmen; cihazin Ol¢iim performansinmi etkilemesi ve kirlilige
yol agmasi acgisindan sorun cikarabilmektedir. Cihazda okuma yapilacak 6rnek
icerisinde matriks bilesenlerinin konsantrasyonunun analitlerden daha fazla olmasi,
analit iyonlarin1 baskilamasindan dolay1 analitlerin sinyal seviyesini olumsuz yonde
etkilemekte ve tespit edilmelerinde giigliiklere yol agmaktadir. Bu yilizden, ekstraksiyon
asamasindan sonra Ornegin ve analitlerin yapisina uygun bir temizleme (clean-up)
isleminin yapilmasi analizin performansini olumlu yonde etkilemektedir (Balizs ve
Hewitt 2003).

Ekstraksiyon ve temizleme asamalarindan sonra analitlerin tanimlanmasini
saglayacak giivenilir, ylksek verimli ve etkili analitik metotlarin uygulanmasi
gerekmektedir. Kuadrupol kiitle analizoriiniin (6zellikle {clii kuadrupol, QgQ)
bulundugu kiitle spektrometresine baglanan yiiksek performanslh sivi kromatografisi,
cesitli kimyasal kalintilarin nicel ve onayli analizleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir
analiz teknigidir. Ancak, son yillarda analiz siiresi ve cihazin ¢oziniirliigi acisindan
kromatografik performans: arttirict  farkli uygulamalar gelistirilmektedir. Bu
uygulamalardan ilki, analiz verimini artirmak ve analizin siiresini kisaltmak amaciyla
geleneksel yiiksek performansl sivi kromatografisinin (HPLC) yerine ultra yiiksek
performansli sivi kromatografisinin (UHPLC) kullanilmasidir. ikincisi ise, Kkiitle
analizoriiniin ¢oziinlirligiini arttirarak dogru kiitle olgiimlerinin yapilabilmesi igin
kuadrupol kiitle analizoriiniin yerine yiiksek c¢oziintirliiklii kiitle analizorlerinin
(Orbitrap, TOF, vb) kullanilmasidir (Guillarme vd 2010). Bir 6l¢timde kiitle dogrulugu
Ol¢lim yapilan cihazin 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Bu o6zelliklerin en
basinda, cithazin birbirine yakin m/z degerine sahip iki ayr1 pikin 1y1 bir sekilde ayrimini
saglayacak coziiniirliige sahip olmasi gelmektedir. Aksi takdirde, cihaz iki ayn kiitle
profilinin toplamini alarak, 6l¢iilen degeri (bu profilin tepe noktasini) iki ayri pikin tam
kiitle (exact mass) degerlerinin arasinda bir deger olarak gdsterecektir. Bu yiizden bir
analitik cihazin, yiliksek secicilikte ve duyarlilikta o6l¢iim yapabilmesi, bilesigi
dogrulayabilmesi ve bulunan analitin miktari1 dogru bir sekilde verebilmesi gibi
gereksinimlere sahip olmasi gerekmektedir (Kellman vd 2009).

Bu caligmada, daha once yapilmis calismalardan farkli olarak hayvansal iiriin
(et, siit, bal) iceren bebek gidalarinda eser miktarda bulunabilecek siilfonamid grubu
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antibiyotik kalintilarinin ve metabolitlerinin yiliksek bir dogruluk ve kesinlik ile
belirlenmesini saglayacak bir analiz metodunun gelistirilmesi amaglanmistir. Farkl
matriksteki bebek gidalarindan antibiyotik kalintilarinin ve metabolitlerinin izole
edilmesi amaciyla karsilagtirmali olarak sivi faz ekstraksiyon yontemleri (ASE ve
QuEChERS) kullanilmistir. En uygun ekstraksiyon kosulu belirlendikten sonra
antibiyotik kalintilarinin  karakterize edilmesi amaciyla elektrosprey iyonlagsma
kaynagma (ESI) sahip, hassas Ol¢iim yapan ultra yiiksek performansh sivi
kromatografisi-yiiksek ¢oziiniirliiklii  kiitle spektrometresinden (UHPLC-Orbitrap
Exactive) yararlanilmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Besinlerle alinan dogal bilesikler disinda kalan ve insan viicuduna ¢esitli yollar
ile disaridan giren her tiirlii yabanc1 maddeye toksikolojide ksenobiyotik denilmektedir.
Yunanca kokenli ksenos (viicuda yabanci) kelimesinden gelen bu terim, organik ve
inorganik birgok maddeyi kapsamaktadir. ilaglar (antibiyotikler), besin katki maddeleri,
pestisitler, havayi ve suyu kirleten atiklar, tarim ve endiistri kaynakli kKimyasal maddeler
ile ¢esitli bitki kokenli maddeler, ksenobiyotikler arasinda yer almaktadir. Bu
kimyasallar 100-1000 dalton (Da) araliginda, genellikle 200-400 Da, molekiil agirligina
sahip kiigiik molekiillerdir (Gren 2012, Parkinson vd 2013). Cesitli yollarla viicuda
alman ksenobiyotikler degismeden atilabildikleri gibi, kendiliginden degisime
ugrayabilmekte ya da enzimler araciliiyla —metabolize edilebilmektedir.
Ksenobiyotiklerin ¢esitli enzimlerin etkisi ile viicutta ugradigi kimyasal degisiklikler
‘biyotransformasyon’ olarak adlandirilmaktadir. Biyotransformasyon sirasinda bazi
ksenobiyotikler inaktivasyona ugrarken (biyoinaktivasyon), bazilar1 da biyolojik olarak
daha etkin veya toksik metabolitlere doniismektedir (biyoaktivasyon) (Macherey ve
Dansette 2008).

Canli organizmalar genel olarak diisiik molekiil agirlikli biyolojik aktif bilesikler
iiretilebilmektedir. Dogada bu bilesiklerin dagilimi ve fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte; mikrobiyal olarak iiretilebilen ve antibakteriyel aktiviteye sahip
antibiyotiklere olan ilgi, terapotik yararliliklarindan dolayr giiniimiize kadar artarak
devam etmistir. Antibiyotiklerin bulasici hastaliklarin tedavisinde basarili bir sekilde
uygulanmasi, c¢oklu kullanimlarinin ve etki mekanizmalarinin detayli olarak
arastirilmasini tesvik etmistir. Buna bagh olarak, literatiirde bu bilesiklerin farmakoloji,
dozaj, yan etkileri ve klinik uygulamalar ile ilgili kapsamli bilgiler mevcuttur (Davies
vd 2006).

Antibiyotikler, insan ve hayvan tibbinda tedavi edici amagla uygulanmalarinin
yanisira, hayvancilikta o6zellikle besi verimliliginin artisin1 saglayarak saglikli ve
verimli bir sekilde {iriin elde edilebilmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
yanlis ve bilingsiz antibiyotik kullanimi1 sonucunda hayvanlarin yenilebilir dokularinda
ve Uriinlerinde (et, siit, bal, yumurta) antibiyotik kalintilarina rastlamak miimkiindiir. Bu
duruma neden olan en 6nemli faktor, hayvanlara antibiyotik verildikten kisa bir siire
sonra hayvanlarin {iriinlerinin toplanmasi, kesim veya sagim islemlerine kadar gegmesi
gereken ve Onerilen bekleme siiresine uyulmamasidir. Insanlari antibiyotik kalintisi
iceren gidalara maruz kalmaktan koruyabilmek icin bilesiklere 06zgii uzaklasma
(viicuttan atilma) siiresi belirlenmelidir. Bu siire, antibiyotik uygulandiktan sonra
kalintilarin toksikolojik olarak tolere edilebilecegi giivenli konsantrasyona ulasmasi igin
gecmesi gereken siiredir (Botsoglou ve Fletouris 2001a, Nisha 2008).

Genel olarak ilaglarin viicuda girisinden viicuttan ¢ikisina kadar gecen siire 4
evreye ayrilmistir. Bunlar; absorpsiyon (emilim), viicutta dagilim, metabolizma ve
atilmdir (Hol¢apek vd 2008). ilk olarak, ilag uygulama yiizeyinden emilerek kan
dolasimima gec¢is yapmaktadir (absorpsiyon). Absorbe edildikten sonra ilag kan
dolagimini terk ederek viicut dokularinda ve sivilarinda dagilmaktadir (dagilim). Daha
sonra, ilag basta karaciger olmak iizere viicut dokularinda biyokimyasal degisimlere
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ugramaktadir (metabolizma). Son olarak, ila¢ ve metabolitleri idrar ve digki ile viicuttan
uzaklagmaktadir (atilim) (Sakai 2014).

Antibiyotiklerin viicuda giris-¢ikisin1 etkileyen en kritik faktor, bilesiklerin
absorpsiyonudur. Absorpsiyon, ilacin uygulama alanindan viicuttaki dagilim bolgesine
(kan dolasimi) gecisidir (Hol¢apek vd 2008). Absorpsiyon, viicuda girdikten sonra art
arda gelen zaman araliklarinda bilesiklerin kan dolasimina gecis hizi sabitinin
belirlenmesi ile agiklanmaktadir. Antibiyotiklerin viicut doku ve sivilarina absorpsiyon
diizeyi, hiicre membraninin yapisina (protein-lipid etkilesimi ve gbzenek boyutu) ve
bilesiklerin  fizikokimyasal Ozelliklerine (iyonizasyon diizeyi) baghh olarak
degismektedir. Lipofilik 6zelligi fazla olan ve en az iyonlagan antibiyotigin absorpsiyon
hiz1 en yiiksektir. Lipofilik 6zellikte olmamasima ragmen kiigiik molekiil yapisindaki
bilesikler de membranin gézeneklerinden kolayca gegebilmektedir. Ayrica bilesiklerin
pKa degeri ve ortamin pH’si, bilesiklerin iyonlagsmasina etki ederek absorpsiyona etkide
bulunmaktadir (Botsoglou ve Fletouris 2001b, Sakai 2014). ilag dagilimi, emilen ilacin
kan dolasimindan ayrilarak ¢esitli viicut sivilarina, hedef dokulara ve doku hiicrelerine
gecis yaptig1 siireci ifade etmektedir (Hol¢apek vd 2008). Ilacin dagilim hizin,
oncelikle ilacin lipidlerde ¢oziiniirliik derecesi ve uygulama alanindaki kan akis hizi
etkilemektedir. lacin dagildig1 ortamin pH’s1 ve bilesigin pKa’s1 dagilima etki eden
diger faktorlerdir. Ayrica, ilacin plazma proteinlerine baglanma 6zellikleri de dagilim
hizini etkilemektedir (Botsoglou ve Fletouris 2001b, Sakai 2014).

Metabolizma ve atilim asamalari, ilacin viicuttan uzaklasma siirecini
kapsamaktadir. Metabolizma veya biyotransformasyon calismalari, ilacin viicuttan
atilim siiresinin, dozajin etkisinin, metabolitlerinin farmakoloji ve toksikolojisinin ve
coklu ila¢g kombinasyonlarinin etkilesimlerinin anlagilmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Hidrofobisite, ilaglarin hem agizdan emiliminde hem de hedef molekiiller ile
etkilesiminde rol oynayan, bir¢ok ila¢g molekiiliiniin 6nemli bir kimyasal 6zelligidir.
Hidrofobisite arttik¢a ilacin emilimi ve etkilesimi artma egilimindedir. Tam tersi olarak,
ilacin bobrek veya safra ile viicuttan atilimi hidrofobisite arttik¢a azalmaktadir. Bu
yiizden, hidrofobik ilag molekiillerinin hidrofilik molekiillere metabolizmasi veya
biyotransformasyonu ilacin viicuttan atilimini hizlandirmak i¢in ¢ok Onemli bir
faktordiir (Bachmann 2009). ilag ve metabolitlerini iceren atik maddelerin viicuttan
atilimi, basta idrar yoluyla bobreklerden olmak {izere safra ile karacigerden, tiikiiriik ve
anne siitii gibi viicut sivilarindan veya akcigerden solunum ile uzaklasarak
gerceklesmektedir (Taft 2009). Atilimi etkileyen faktorlerin baginda bobrek ve karaciger
islevlerinin iyi olmasi1 gelmektedir. Bunun yanisira, ilacin dozaji ve hidrofobisitesi de
atilimu etkileyen diger faktorlerdir (Botsoglou ve Fletouris 2001b).

2.1. Siilfonamid Grubu Antibiyotikler

llaglarin diinyada {iretimi ve tiiketimi giderek artmaktadir. Enfeksiyona kars:
kullanilan (antienfektif) ilaclarin, mikrobiyal enfeksiyonlarin modern tedavisinde
kullanimi1 olduk¢a 6nemli bir olgudur. Siilfonamidler, antienfektif olarak ¢iftgilikte, su
iirlinleri yetistiriciliginde, hayvancilikta ve tipta uzun zamandir kullanilmaktadir ve
giiniimiizde yaygin olarak recete edilmektedir (Samanidou vd 2008, Baran vd 2011). Bu
grup antibiyotikler, veteriner hekimlikte bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin
tedavisinde etkili olan kemoterapdtik bilesikler olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
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ilaglarin endikasyonlari, genis spektrumda aktiviteye sahip olmalarindan dolay1 oldukca
genistir. Genel olarak, sindirim ve solunum yollarindaki bulasici hastaliklarda, ikincil
enfeksiyonlarda, mastit (meme iltahab1), metritis (rahim iltahab1) ve ayak g¢iirlimesi
(footrot) gibi hastaliklarda kullanilmaktadir (Botsoglou ve Fletouris 2001a).
Stilfonamidler, gram-pozitif bakterilerin genis spektrumuna ve bir¢ok gram-negatif
bakteriye karst etki gostermektedir. Etki spektrumlari, Streptococcus, Staphylococcus,
Escherichia, Neisseria, Shigella, Salmonella, Nocardia, Chlamydia ve Clostridium
bakterileridir. Ayrica protozoa (Toxoplasma gondii), parazit (Plasmodium malariae) ve
fungi (Pneumocystis carinii)’ye de etki etmektedir (Baran vd 2011).

Sillffonamid grubundaki  antibiyotiklerin  kimyasal yapist Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Bu grup, ortak olarak bir benzol halkasina para durumunda bagli olan (N*
konumu) bir amino (NH2) grup ve bir de fonksiyonel grup igermektedir. Fonksiyonel
grup (SO2NHR), amin grubun bagli oldugu siilfon grubundan olusmaktadir. Grup
icerisindeki antibiyotiklerin birbirinden farki, fonksiyonel grupta yer alan yapinin (R)
farkhiligindan kaynaklanmaktadir (N' konumu). Siilfonamidlerin etki mekanizmasi,
para-aminobenzoik asidin (PABA) etkinligini onleyerek hiicrede DNA sentezi igin
gerekli olan dihidrofolik asidin sentezini engellemektedir (Wang vd 2006, Samanidou
vd 2008). Siilfonamidler, amfoterik 6zellige sahip polar yapili bilesiklerdir. Amfoterik
ozellik, siilfonamidin yapisindaki amino grubunun bazik ve amid grubunun da asidik
olusundan kaynaklanmaktadir (Gentili vd 2004, Baran vd 2011, Dmitrienko vd 2014).
Siilfonamidlerin pKal (1,4-2,5) ve pKa2 (5,0-8,5) degerleri, sirasiyla, amin grubunun
proton kazanmasi ve amid grubunun proton kaybetmesi ile baglantilidir. Bu yiizden bu
bilesiklerin ¢ogu asidik ortamda pozitif yiiklii, bazik ortamda ise negatif yiiklii hale
gelmektedir (Dmitrienko vd 2014, Kung vd 2015).

Diisiik molekiil agirligina sahip bu bilesiklerin ¢ogu, suda ¢oziinebilmektedir
(Baran vd 2011). Coziinen siilfonamidler genis 6l¢iide dokulara niifuz etmekte ve idrar,
safra ve siit gibi viicut sivilarina gecebilmektedir. Siilfonamid kalintilarinin viicut
dokularindan ve sivilarindan atilim hiz1 bilesiklerin yapisina bagli olarak farklilik
gostermektedir (Botsoglou ve Fletouris 2001a). Siilfonamidler, kolay ve hizli bir sekilde
dogada yayilabilmektedir. Ayrica 1s1 ve 1s18a kars1 kararl bilesiklerdir (Baran vd 2011).

n =0
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Sekil 2.1. Stilfonamidlerin kimyasal yapis1

Ksenobiyotiklerin enzimlerin etkisi ile metabolitlerine biyotransformasyonu faz
I ve faz II reaksiyonlar1 olmak iizere 2 yolla gerceklesmektedir. Faz I reaksiyonlari;
oksidasyon, rediiksiyon ve hidrolizi icermektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda bilesige -
OH, -SH, -NH> ve -COOH gibi polar fonsiyonel gruplardan bir tanesi eklenerek veya
bilesigin yapisinda aciga ¢ikarilarak, bilesigin  hidrofilik ozelliginde artis
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saglanmaktadir. Faz 1II reaksiyonlar1 ise konjugasyon reaksiyonlari olarak
adlandirilmaktadir. Bu reaksiyonlar; glukuronidasyon, siilfatasyon, asetilasyon,
metilasyon reaksiyonlarini ve aminoasit ve glutatyon konjugasyonlarini kapsamaktadir
(Hol¢apek vd 2008, Parkinson vd 2013). Biyotransformasyon, bilesigin molekiil
yapisini degistirerek bazi karakteristik 6zelliklerinde kayiplara veya degisiklige neden
olmaktadir. Bu islem, bilesigin ¢Oziinlirliik, biyoyararlilik gibi fiziko-kimyasal
Ozellikleriyle birlikte toksisitesine de etki etmektedir. Faz 1 ve faz II reaksiyonlari
genellikle detoksifikasyona yonelik reaksiyonlardir ve bilesigin viicuttan atilimini
hizlandirmaktadir. Ancak bazi bilesiklerin biyolojik aktivitesi metabolitlerinde de
goriilebilmektedir (Gren 2012).

Siilfonamid grubu antibiyotiklerin biyotransformasyonu, faz | oksidayon ve faz
II asetilasyon olmak iizere 2 yolla gercekleserek sirasiyla N ve N* tiirevleri
olusmaktadir. Bu grup antibiyotiklerin hayvanlardaki temel metabolik iz yolu, Sekil
2.2°de belirtildigi iizere yapisindaki benzen halkasinda N* konumunda yer alan amino
grubunun asetilasyonudur (Garcia-Galan vd 2008, Abdallah vd 2014). Asetilasyon ile
olusan metabolitlerin ¢esidi ve miktar1 hayvanin tiiriine, yasina, cinsiyetine,
beslenmesine ve yasadigi ¢evre kosullarina bagl olarak degismektedir (Samanidou vd

2008).
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Sekil 2.2. Siilfonamid’in asetilasyonu

Cizelge 2.1°de bu tez kapsaminda kullanilan siilfonamid grubu antibiyotiklerin
uluslararas: tescilli olmayan adi (INN), Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC) tarafindan belirtilen adi, Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) tarafindan
belirtilen kayit numaralari, molekiil formiilii ve kimyasal yapist belirtilmistir (Reeves
2012).
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Cizelge 2.1. Siilfonamid grubu antibiyotiklerin uluslararasi tescilli olmayan adi (INN), Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC) tarafindan belirtilen adi, Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) tarafindan belirtilen kayit numaralari, molekiil formiili
ve kimyasal yapisi

INN adi IUPAC adi CAS Molekiil formiilii ~ Kimyasal yapisi
numarasi
Siilfakloropiridazin 4-Amino-N-(6-chloropyridazin-3-yl) 80-32-0 C10H9CIN4O2S — ‘|°|
benzenesulfonamide S Y/
-
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4-Amino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)-
benzenesulfonamide

4-Amino-N-(6-methoxypyridazin-3-
yl)benzenesulfonamide

4-Amino-N -(6-methoxy-4-
pyrimidinyl)benzenesulfonamide

57-68-1

723-46-6

80-35-3

1220-83-3

C12H14N40,S
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Sulfamoksol

Siilfapiridin

Sulfakinoksalin

Silfatiazol

4-Amino-N -(4,5-dimethyl1,3-oxazol-
2-yl)benzenesulfonamide

4-Amino-N-pyridin-2-yl-
benzenesulfonamide

4-Amino-N-2-
quinoxalinylbenzenesulfonamide

4-Amino-N-(1,3-thiazol-2-
yl)benzenesulfonamide

729-99-7

144-83-2
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72-14-0

C11H13N30sS
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Cizelge 2.2’de bu tez kapsaminda kullanilan siilfonamidlerin 5 tanesinin
metabolitlerinin INN adi, CAS numaralari, molekiil formiili ve kimyasal yapisi
belirtilmistir (Anonymous 2015).

Cizelge 2.2. Siilfonamid metabolitlerinin uluslararasi tescilli olmayan adi (INN),
Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) tarafindan belirtilen kayit numaralari,
molekiil formiilii ve kimyasal yapisi

INN adi CAS Molekiil Kimyasal yapisi
numarasi formiilii
N-asetilstilfadiazin 127-74-2 C12H12N403S f N
NN ’S\©\
H
NHAc

N-asetilstilfamerazin 127-73-1 C13H14N403S

N-asetilsiilfametazin 100-90-3 C14H16N403S Me
‘ Ny
Me N/)\N’SO
H
NHAc
N-asetilsiilfametoksazol 21312-10-7 Ci12H13N304S O-N

N-asetilstilfapiridin 19077-98-6  Ci13H13N30O3S SN
pZ

*Me, metil (CHs) organik yapisini ifade etmektedir
*Ac, asetil (CH3-CO) karbonil grubunu ifade etmektedir

2.2. Ekstraksiyon

Tiiketilen gidalarda antibiyotik kalintilarmin bulunmasi insan sagligimi ciddi
diizeyde etkilemektedir. Bu amagcla; hizli, segici ve hassas yontemler kullanilarak
gidalarda olabildigi kadar diisiik konsantrasyon seviyelerinde bulunabilecek antibiyotik
kalintilarinin tespit edilmesi O6nemlidir. Genel olarak, bir analitik yontem birbirini
izleyen ornekleme, 6rnek hazirlama, ayirma, tespit etme ve veri analizi olmak iizere bes
asamay1 kapsamaktadir. Her bir asama, analizin dogrulugu, giivenilirligi ve performansi
acisindan kendi igerisinde 6nem arzetmektedir (Dean 2009). Ancak, analitik yontemin
toplam siiresinin %80’ini kapsayan 6rnek hazirlama asamasi, bir analiz yonteminin kilit
noktasint olusturmaktadir (Dean 2009, Kinsella vd 2009). Gida gibi homojen yapida
olmayan karmasik yapili matrikslerde eser (trace) kalinti ve kontaminantlarin
belirlenmesi i¢in enstriimental analiz asamasindan 6nce Ornek hazirlama isleminin
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uygun sekilde yapilmasi 6nemlidir. Bu asamada hem siireyi hem de hata kaynaklarini
azaltmak icin islem basamaklarini minimize etmek gerekmektedir (Smith 2003,
Ridgway vd 2007).

Temel islevi, matriksi analiz i¢in uygun formda O6rnege doniistiirmek olan bu
asamada uygulanan birgok giincel teknik mevcuttur (Dean 2009, Kinsella vd 2009). Bu
tekniklerin uygulanis bigimlerinde farklilik olmasina ragmen; interferans olusturan
maddeleri uzaklastirmak, analitin konsantrasyonunda artis saglayarak analizin
duyarhiligimi artirmak, gerekli oldugu takdirde analitin ayrilmasi ve tespit edilmesi i¢in
onu uygun forma doniistiirmek ve drnek matriksindeki varyasyondan bagimsiz olarak
saglam ve tekrarlanabilir yontem saglamak gibi ortak amaclar1 vardir (Smith 2003,
Pavlovic vd 2007). En uygun 6rnek hazirlama islemi ile analiz siiresinin kisaltilmasi ve
hata kaynaklarinin azaltilmasi, duyarliligin artirilmasi ve tanimlama, dogrulama ve
miktar belirleme islemlerinin dogru bir sekilde yapilmasi miimkiin olmaktadir (Smith
2003, Ridgway vd 2007).

Ekstraksiyon islemi, uygun segicilikte bir ¢oziicli kullanilarak matriksten ilgili
analiti ayirrmak amactyla uygulanan en eski ve temel 6rnek hazirlama yontemidir (Smith
2003). 1879 yilinda Franz Soxhlet tarafindan gelistirilen ve giiniimiizde de rutin olarak
laboratuvarlarda kullanilmakta olan Soxhlet ekstraksiyonu uygulanan en eski
ekstraksiyon yontemidir. Ancak, bu yontemin uygulanisi zaman almakta, yontemde
fazla miktarda ¢6zgen kullanilmakta ve bunun sonucu olarak da atik miktar1 fazla
olmaktadir (Buldini vd 2002, Kaufmann ve Christen 2002, Smith 2003, Mustafa ve
Turner 2011). Son yillarda ise, manuel 6rnek hazirlama isleminin yerine otomasyon ile
islemin yapildigi, daha az organik ¢6zgenin ve daha kiigiik 6rnek hacminin kullanildigi
ve daha az atigin agiga ¢iktig1 ¢evre dostu tekniklerin uygulanmasina dogru bir yonelim
vardir (Smith 2003, Kronholm vd 2007, Ridgway vd 2007). Cevre dostu veya yesil
teknoloji (green technology) tekniklerin uygulanmasinin amaci, ¢evreyi ve dogal
kaynaklarin1 korumak ve insanlarin neden oldugu olumsuz etkileri kisitlamaktir. Buna
bagli olarak, yesil kimyanin (green chemistry) felsefesi, zararli toksik bilesiklerin
kullanimin1 veya iiretimini azaltan ve/veya elimine eden yontemleri gelistirmek ve bu
yontemlerden yararlanilmasini tesvik etmektir (Mustafa ve Turner 2011). Gelismis
(modern) ekstraksiyon yontemlerinin uygulanmasinda pahali ekipmanlara ihtiyag
duyulmasina ragmen; gevresel etkileri, hizi ve otomasyonu agisindan gliniimiiz
gereksinimlerinin ¢ogunu karsiladiklar1 icin bu tekniklere artan bir talep olmustur.
Stiperkritik siv1 ekstraksiyonu (SFE), basingl siv1 ekstraksiyonu (PLE) ve mikrodalga-
destekli ekstraksiyon (MAE) en yaygin kullanilan gelismis ekstraksiyon yontemleridir.
Bu tekniklerin ortak 6zelligi, ekstraksiyon hizin1 6nemli dl¢lide artiran, yiiksek sicaklik
ve basingta ¢alismalaridir (Kaufmann ve Christen 2002, Turner 2006, Kinsella vd 2009,
Stolker ve Danaher 2012).

Sivi-faz ekstraksiyon ve kati-faz ekstraksiyon giiniimiizde en yaygin kullanilan
ornek hazirlama yontemleridir. Bu tekniklerin, kullanilan 6rnek agirligi/hacmi,
ekstraksiyon siiresi, ¢ozgen ¢esidi ve tiiketim miktari, ekstrakte edilecek materyalin
yapist (kati, yari-kati, siv1), ekstraksiyonun kesikli veya siirekli yapilisi, islemi yapacak
olan personelin deneyimi, ekipman maliyeti ve otomasyon diizeyi agisindan birbirlerine
goOre avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir (Buldini 2002, Dean 2009).
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2.2.1. Swvi-faz ekstraksiyon

Sivi-faz ekstraksiyon, laboratuvar ¢alismalarinda ve endiistriyel uygulamalarda
yaygin olarak uygulanan bir yontemdir. Bu yontem, ¢6zlinen maddelerin kati1 matriksten
¢cOzgene gegcisini iceren bir ayirma prosesidir. Cozgen, ayirmak istenilen ¢oziinenin
cozinirlik oOzellikleri baz almarak secilmektedir. Ayirma isleminde miimkiin
oldugunca saf bir bilesik elde etmek i¢in ayirmak istenilen bilesigin ¢ozgende yiiksek
¢oziinlirliige sahip olmasi, matriks igerisindeki diger bilesiklerin ise ¢ozgende
coziinmemesi gerekmektedir (Pronyk ve Mazza 2009). Ekstraksiyon isleminin verimli
olabilmesi i¢in ¢dzgen seciminde analitin polarite ve pKa gibi fiziko-kimyasal
Ozelliklerinden yararlanilmaktadir (Kinsella vd 2009). Ayrica, ¢bozgenin geri
kazaniminin kolay, yiizey geriliminin ve viskozitesinin diigiik, yapisinin stabil, ¢cevreye
zararsiz ve ucuz olmasi; fakat toksik, reaktif ve yanici olmamasi dikkate alinmalidir
(Aguilera 2003). Gida matrikslerinde yapilan kalint1 analizinde ¢6zgen olarak genellikle
metanol, asetonitril, etilasetat veya aseton gibi organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir
(Anastassiades vd 2003, Kaufmann vd 2008). Son yillarda, sivi-faz ekstraksiyon
islemini gerceklestirmek i¢in manuel ekstraksiyon uygulamalarinin (QuEChERS)
yanisira otomasyon ile yapilan uygulamalar (PLE) da cazip hale gelmektedir.

22.1.1. QUuUEChERS

Hizli (quick), kolay (easy), ucuz (cheap), etkili (effective), saglam (rugged) ve
giivenli (safe) kelimelerinin bas harflerinden olusan QUEChERS yo6ntemi, Anastassiades
vd (2003) tarafindan meyve ve sebzelerde pestisit kalintilarinin analizi i¢in gelistirilen
bir ekstraksiyon yontemidir. Orijinal yontemde, analitler magnezyum siilfat (MgSOa4)
veya sodyum kloriir (NaCl) gibi tuzlarin varliginda asetonitril ile ekstrakte edildikten
sonra susuz MgSQO4 ve primer sekonder amin (PSA) ile temizlenmektedir (clean-up).
Sonraki yillarda, bu yontemin performansin1 artirmak amaciyla igeriginde bazi
degisiklikler yapilarak yontem daha etkili ve verimli hale getirilmistir (Lehotay vd
2010). Ancak genel olarak bu yontem iki asamadan olusmaktadir. Birinci asama,
gidalardaki analitlerin susuz magnezyum siilfat (MgSO4) veya sodyum kloriir (NaCl)
gibi tuzlarin varhiginda asetonitril, metanol, etilasetat veya aseton ile ekstrakte
edilmesini; ikinci asama ise elde edilen ekstraktin susuz MgSQOs, PSA, C18 veya aktif
komir yardimiyla dispersif kKati faz ekstraksiyonu (dSPE) kullanilarak temizlenmesini
(clean-up) kapsamaktadir (Bruzzoniti vd 2014).

Asetonitril, ekstraksiyon isleminde diger coziiciilere kiyasla analitleri daha
yiiksek verimle matriksten ayirdigi ve ayni zamanda interferans etki olusturabilecek
bilesikleri en az diizeyde ¢6zdiigl i¢in, ekstraksiyon isleminde diger organik ¢oziiciilere
gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Kaufmann vd 2008). Analizin yapilist olduk¢a esnek
olup, analitin ve matriksin yapisina bagli olarak yontemin uygulanisi
degistirilebilmektedir (Kinsella vd 2009). Bazi uygulamalarda, analitin ekstraksiyon
sirasinda stabilitesini saglamak, geri kazanimini artirmak ve ortamin pH’sin1 ayarlamak
ve muhafaza etmek amaciyla ilk asamada asetonitril, asetik asit (%]1) ve sodyum asetat
ile birlikte kullanilmaktadir (Lehotay vd 2005). ilk asamada kullanilan tuzlar, ¢dziicii ile
gidanin yapisinda bulunan su arasinda faz ayrimini saglamaktadir. Hedef analit ve
matriksten ekstrakte edilen diger bilesikler sivi fazda polaritelerine gore ayrilmakta;
analit ¢ozgen fazina gecerken diger bilesikler su fazina gegmektedir (Kinsella vd 2009).
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Ekstraksiyonun ikinci asamasinda yaygin olarak kullanilan sorbentler; C18, PSA
ve aktif komirdiir. C18, yag gibi hidrofobik bilesikleri; PSA, seker ve organik asitler
gibi polar bilesikleri; aktif komiir ise meyve ve sebze matrikslerinde bulunan klorofil
gibi pigmentleri uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu asamada kullanilan susuz
MgSOs, ekstraktaki suyu tutmakta ve matriksten gelen interferans etki yaratan
bilesiklerin uygun sorbent iizerinde tutunmasini artirmaktadir (Bruzzoniti vd 2014,
Moldoveanu ve David 2015).

2.2.1.2. Basinch siv1 ekstraksiyonu

Basingli sivi ekstraksiyon yontemi ilk defa 1995 yilinda Dionex firmasi
tarafindan gelistirilmis olup, ticari olarak otomatik ekstraksiyon sistemi (Dionex ASE®)
adr altinda kullanim1 onaylanmistir (Richter vd 1996). Bu teknik ayn1 zamanda basingh
cozgen ekstraksiyonu (PSE), hizlandirilmis ¢ozgen ekstraksiyonu (ASE) ve subkritik
cozgen ekstraksiyonu (SSE) olmak tizere farkli isimlerle de literatiirde ge¢cmektedir
(Pronyk ve Mazza 2009). Bu yontem, drnegin paslanmaz ¢elikten yapilmis ekstraksiyon
hiicresinde 5-10 dk gibi kisa siirede yiiksek sicaklik (50-200 °C) ve basingta (500-3000
psi) cozgene maruz kalarak, 6rnegin yapisinda bulunan ilgili analitlerin ¢6zgene gecisini
ve belirli basingtaki gaz (N2) yardimiyla ekstraktin hiicreden toplama kabina
aktarilmasin1 kapsamaktadir (Richter vd 1996, Buldini vd 2002). Ekstraksiyon hiicreleri
1, 5, 10, 22, 34, 66 ve 100 mL olmak tizere farkli hacimlerde bulunmaktadir. Hiicrenin
hacmi ekstraksiyon siiresini etkilememektedir. Bu deger ekstraksiyonda kullanilacak
cozgen hacmi ile dogrudan ilgilidir. Ekstraksiyon verilerinin dogru elde edilebilecegi,
yeterli miktarda Orne8in konuldugu en kiiciik boyutta hiicre se¢cimi Onemlidir.
Ekstraksiyon isleminde daha az ¢dzgen harcanmasi amaciyla kiigiik hacimli hiicreler
tercih edilmektedir. Bu duruma ilave olarak, hiicreye ornekle birlikte belirli oranda
diatome topragmin konulmasi O6rnek hacmini artirarak hiicrenin daha az ¢ozgenle
dolmasini saglayacaktir (Anonymous 2011).

Bu yontemde ekstraksiyon verimini etkileyen temel parametreler; sicaklik,
basing, ¢ozgen ¢esidi, 6rnek miktar1 ve yapisi, ekstraksiyon modu ve siiredir (Sun vd
2012). Ekstraksiyon sisteminde sicaklik ve basing degistirilerek ¢dzgenin yogunluk,
difiizyon, viskozite ve dielektrik sabiti gibi fizikokimyasal 6zellikleri kontrol altina
alinabilmektedir (Pronyk ve Mazza 2009, Sun vd 2012). Ekstraksiyonun yiiksek
sicaklikta gerceklesmesi ¢ozgenin diflizyon hizini, analitin ¢ozliniirliigiini ve kiitle
transferini artirmakta; ¢ozgenin viskozitesini ve ylizey gerilimini azaltmaktadir. Bu
degisimler, ¢ozgenin matrikse daha iyi penetre olmasini saglayarak, analitin ¢zgen ile
etkilesimini artirmakta ve klasik yontemlerle kiyaslandiginda islemin daha hizli ve az
¢ozgen harcanarak gergeklesmesini saglayarak ekstraksiyonu gelistirmektedir (Richter
vd 1996, Buldini vd 2002, Ramos vd 2002, Luthria vd 2004, Carabias-Martinez vd
2005, Schantz 2006). Ayrica yiiksek sicaklik uygulamasi, analit ile matriks
interaksiyonunun kirilmasina etki ederek analitin matriks yilizeyine difiizyonunu
desteklemektedir (Carabias-Martinez vd 2005, Ridgway vd 2007). Yiiksek basing ise;
cozgenin matriks godzeneklerinden igeriye daha cok girmesini ve calisilan yiiksek
sicakliklarda ¢0zgenin kaynamasini Onleyerek sivi fazda kalmasmi saglamaktadir
(Richter vd 1996, Buldini vd 2002, Ramos vd 2002, Luthria vd 2004, Carabias-
Martinez vd 2005, Schantz 2006).
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Sekil 2.3. ASE 350 sistemi

Ekstraksiyon isleminde kullanilacak c¢6zgen secilirken ¢6zgenin kaynama
noktasi, polarite ve yogunluk gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin yanisira toksisitesi de
gdz Onilinde bulundurulmalidir. Bu yoOntemde cihazda meydana gelebilecek
asinmalardan dolay1 kuvvetli asit ve bazlar disinda, metanol, su, toluen, diklormetan,
etil asetat ve asetonitril gibi bircok ¢dzgen kullanilmaktadir. Islemin yiiksek verimde
gerceklesmesi i¢in ¢ozgenin polaritesinin hedef bilesigin polaritesine yakin olmasi
istenir; ancak farkli polaritedeki birden fazla analitin ekstraksiyonunda polar ve apolar
cozgenlerin kanistirilarak kullanilmas: ile daha yiliksek geri kazanim degerleri elde
edilmistir. Ayn1 sekilde 6rnegin fizikokimyasal yapisi ve buna ek olarak boyutu da
ekstraksiyon verimine etki etmektedir. Partikiil boyutunun azaltilmasi ylizey alanini
artirdigindan dolay1 ¢ozgenin daha iyi bir sekilde 6rnegi 1slatmasi saglanmaktadir. Bu
parametreler analitin ¢ozgen fazina gegisini ve orada tutulmasini etkilemektedir (Sun vd
2012).

Ekstraksiyon islemi i¢in uygun 6rnek miktar segilirken dikkate alinmasi gereken
iki durum vardir. Bunlardan ilki 6rnegin yapisi ile ilgilidir. Eger 6rnek yas haldeyken
yapisal olarak sikiysa ekstraksiyon i¢in az miktarda 6rnek kullanilmalidir (Nieto vd
2010). Ayrica Ornegin yapisinda bulunan organik bilesiklerin sayis1 arttikca
ekstraksiyon iglemi daha karmagsik hal almaktadir. Genellikle bu yapilardan bazilari
ekstraksiyon sirasinda analit ile birlikte ekstrakta gecmektedir. Bu yiizden bu yapilar ya
ekstraksiyondan once ya da sonra yapidan uzaklastirllmahdir (Giergielewicz-Mozajska
vd 2001, Sun vd 2012). ikinci durum ise, ekstraksiyon hiicresinin hacmi ile ilgilidir.
Ekstraksiyon hiicresinin maksimum kapasitede doldurulmasi onun bloke olmasina
neden olmaktadir. Yaygin olarak kullanilan 11 mL’lik hiicrelere 1 g 6rnek koyulurken,
5 g’a kadarki 6rnek agirliklarinda 33 mL’lik hiicreler kullanilmaktadir (Nieto vd 2010).
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Bu ekstraksiyon yonteminde islem statik mod ve dinamik mod olmak iizere 2
ayr1 sekilde veya bu iki modun kombinasyonu ile ger¢ceklesmektedir. Statik modda, ilk
olarak hiicre igerisindeki 6rnek ve ¢ézgen uygun sicakliga kadar isitilmakta ve basing
ayarlanmaktadir. Bu parametreler dengeye ulastiginda da ekstraksiyon baslamakta ve
sabit kosullarda devam etmektedir (Giergielewicz-Mozajska vd 2001, Sun vd 2012). Bu
modda ekstraksiyon verimi analit ile ¢6zgen arasindaki denge sabitine ve bilesiklerin
¢cOziinlirliigline bagh olarak degismektedir. Bu durum 6zellikle yiliksek oranda konsantre
iiriinler ve diisiik ¢oziiniirliige sahip analitler igin sikint1 yaratabilmektedir (Kronholm
vd 2007, Sun vd 2012). Bu modda yapilan ekstraksiyonda kritik olan parametreler
sicaklik ve siiredir. Ekstraksiyon siiresi, dongii sayis1 ile baglantilidir ve verimi
etkilemektedir. Dongii sayis1 taze ¢ézgenin hiicreye giris ve drnek ile etkilesim sayisini
ifade etmektedir. Dongii sayis1 yani siire ¢dzgenin analit ile yeterli diizeyde etkilesimini
saglamak ac¢isindan énemlidir (Nieto vd 2010, Sun vd 2012). Dinamik modda ise 6rnek
belirli hizda siirekli olarak taze ¢ozgen akisina maruz kalmaktadir. Bu durum kiitle
transferini artirmasina ragmen, bu modda statik moda kiyasla daha fazla miktarda
¢ozgen harcandigi i¢in dinamik mod analizlerde nadir kullanilmaktadir (Giergielewicz-
Mozajska vd 2001). Analiz sirasinda gereginden fazla ¢ézgen kullanilmasi ekstraktin
seyrelmesine neden olacagi igin ekstraktin konsantre edilmesine veya uygulanacak

konsantrasyon islemlerinin zorlasmasina ve zaman kaybina sebep olmaktadir (Ridgway
vd 2007).

2.3. Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), 30 yildan fazla siiredir diinya
¢apinda laboratuvarlarda kullanilan yaygin bir teknolojidir. Bu teknigin gelismesinde
yer alan baslica faktor, etkili ayrimi saglayabilecek kolon dolgu malzemelerinin evrimi
olmustur (Swartz 2005). Bu evrimin temel ilkeleri van Deemter denklemi ile literatiirde
yer almaktadir. Bu denklem, dogrusal hiz (akis hizi1), plaka yiiksekligi (HETP, veya
kolon verimi) ve partikiil boyutu arasindaki iliskiyi tanimlayan deneysel bir formiildiir
(Villiers vd 2006). Sivi kromatografinin kesfinden bu yana arastirmacilar ¢oziiniirligi
ve verimliligi artirarak piklerin ayrimini gelistirmeye calismaktadir ve kolonda kiiciik
boyutta partikiil kullaniminin daha iyi sonug verdigi yillardir bilinmektedir. LC’de 1950
yillarinda ilk olarak kullanilan 100-200 pm boyutundaki partikiil ¢capinin gliniimiize
gelene kadar 2 pm’nin altina diisiiriilmesi 6nemli bir gelismedir. Partikiil boyutu 196011
yillarda 40-50 um’ye, 1970l yillarda 10 um’ye, 1980l yillarda Sum’ye ve 1990
yillarda da 3-3,5 pm’ye disiiriilmiistiir. Partikiil boyutunun azalmasi analiz veriminin
artmast ve analiz siliresinin kisalmasi agisindan onemli gelismeler saglamistir. 2004
yilinda ise 1,7 um boyutunda kiiciik partikiillii, gozenekli silika malzemesi ticari olarak
piyasaya siirilmiistiir. Gilinlimiizde ise Cizelge 2.3’de belirtildigi iizere ¢esitli kolon
tedarik firmalar tarafindan 1,5-2 um araliginda gézenek boyutuna sahip bir¢ok kolon
piyasada mevcuttur (Nguyen vd 2006).
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Cizelge 2.3. Kolon tedarik firmalar1

Uretici firma Kolon ad1 Partikiil boyutu (um)
Agilent Zorbax RRHT 1,8
Alltech Alltima, Platinum, ProSphere 1,5
Bischoff ProntoPEARL 1,8
Interchim TSKgel Super-ODS 2,0
Macherey Nagel Nucleodur 1,8
Sepax GP 2,0
Shimadzu Pathfinder 1,5
Thermo Hypesil GOLD 1,9
Waters ACQUITY BEH 1,7
YMC YMC 2,0

Partikiil boyutunun kii¢iilmesi analiz veriminde artisa neden olmakla birlikte
beraberinde bazi olumsuz durumlar da agiga c¢ikarmistir. Bunlardan ilki, partikiil
boyutunun kiiciilmesine paralel olarak sistemde kolon geri basincinda artis oldugunun
gozlenmesidir. Buna bagli olarak, geleneksel HPLC ekipmanlarinin basing limitinden
dolay1 yiiksek basing degerlerine karsi dayanikli bir sistem olan UHPLC cihazi
gelistirilmistir. Geleneksel s1vi kromatografilerinde maksimum geri basing 350-400 bar
arasinda degisirken; UHPLC’de bu deger 1035 bar’a kadar c¢ikabilmektedir (Novakova
vd 2006, Villiers vd 2006). Diger bir olumsuz durum ise, hareketli fazin kii¢lik partikiil
boyutlu kolon malzemesinden yiiksek basing vasitasiyla gecerken siirtiinmeden dolay1
aciga cikan 1sidir. Bu 1sinin 6zellikle genis captaki kolon igerisinde hemen dagilmasi
miimkiin olmadig1 i¢in hareketli fazin sicakliginda artisa ve analitin yapisinda
degisimlere neden olabilmektedir. Ayrica kolon igerisinde olusan sicaklik
dalgalanmalar1 analitin tespit zamaninin degismesine ve pikte bant genislemesine yol
acarak analizin giivenilirligini azaltmaktadir. Bu olumsuz durumu elimine etmek
amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucunda kolon ¢apinin azaltilmasinin iyi sonug verdigi
tespit edilmistir (Nguyen vd 2006, Novéakova vd 2006, Villiers vd 2006).

Yiiksek basingta basarili bir pik ayrimi gerceklestirmek i¢in partikiil boyutunun
yanisira sabit fazin yani kolon dolgu materyalinin kalitesi ve stabilitesi de dnemlidir.
Silika bazli kolonlar ytliksek basinca karst mekanik olarak dayaniklidir; ancak sinirli pH
araliginda calismasi ve bazik analitlerde sinyal piklerinde kuyruk olusturmasi agisindan
dezavantajlart mevcuttur. Polimer bazli kolonlarin ise ¢alisma pH aralig1 genistir; fakat
bu kolonlarin diisiik verimlilikleri ve sinirli kapasiteleri agisindan sorunlar vardir. Bu
yiizden bu iki materyalin olumsuzluklarin1 ortadan kaldirmak ve olumlu yonlerini
birlestirmek amaciyla giiniimiizde de yaygin olarak kullanilan hibrit kolon materyali
iiretimi yapilmaktadir. Bu amacla, 1999 yilinda ilk olarak Waters firmasi tarafindan
patenti alinan hibrit partikiil teknolojisi ve 2005 yilinda ise kopriilii etil hibrid (BEH)
teknolojisi gelistirilmistir. Gliniimiizde bu teknoloji kullanilarak C18, C8, fenil ve amid
fonksiyonel gruplarini igeren hibrit kolon dolgu materyalleri tiretilmektedir. Boylece
sert islem kosullarinda kolon performansi yiiksek ve dmrii uzun olabilmektedir (Swartz
2005, Nguyen vd 2006, Cielecka-Piontek vd 2013).

Genel olarak degerlendirildiginde UHPLC’nin temel avantajlart; yliksek akis
hizinda caligilarak analiz siiresinin kisalmasi, yiiksek verimlilikte ayrim saglanmasi,
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yiiksek duyarlilik ve diger analitik uygulamalara kiyasla daha az ¢6ziicti tiiketilmesidir
(Cielecka-Piontek vd 2013). UHPLC cihazt en altta pompa, pompanin iizerinde
ornekleyici ve en listte dedektor olmak {izere 3 temel kisimdan olusmaktadir. Cihazin en
iistiinde analizde kullanilacak hareketli fazlar1 iceren siseler bulunmaktadir. Bu
siselerden belirli bir hat boyunca ¢oziicii pompaya iletilmektedir. Burada analizde
gradiyent eliisyon kullanilmasit durumunda hareketli fazlar karistirilarak, hareketli faz
bilesimi istenilen oranda hazirlanmakta ve pompa yardimiyla kolona iletilmektedir. Bu
arada analiz edilecek 6rnek ornekleyicide vial icerisinden siringa aracilifiyla enjeksiyon
valfine bagli olan 6rnek lupuna aktarilmaktadir. Buradan da hareketli fazin akitilmasiyla
ornek kolona tagmmaktadir. Kolondan gegen bilesikler kisa uzunlukta bir baglanti
yardimiyla dedektore iletilmektedir. Yaygmn olarak kullanilan  dedektorler;
ultraviyole/goriiniir 151k (UV/Vis), fotodiyot (PDA) ve refraktif indekstir (RI)
(Anonymous 2010b).

24. Kiitle Spektrometresi

S1vi kromatografisi (LC), ucucu olmayan ve termal olarak kararsiz bilesiklerin
ayrilmast i¢in oldukca etkili bir ayirma yontemidir. Ancak, LC detektorlerinin tek
basina kullanildiginda yeterince duyarli ve segici olamamasi, bu kromagrafi yonteminin
kiitle spektrometresi (MS) ile birlestirilmesini tesvik etmistir (Blasco ve Picd 2007).
Kiitle spektrometresi, her bir bilesigin ve atomun yiiklii iyonlara (genellikle pozitif)
dontistiiriilerek molekiiler kiitlesini belirleyen bir analiz teknigidir. Cogu zaman,
molekiiliin yapis1 da belirlenebilmektedir. Bu teknik, bir analit ile ilgili yiiksek secicilik
ve hassasiyette kantitatif bilgi saglanmasi agisindan da essiz bir nitelige sahiptir (Dass
2007). Bu yiizden, bu cihaz bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasinda, bilesiklerin
miktarinin tespit edilmesinde ve bilesiklerin kimyasal ve yapisal Ozelliklerinin
belirlenmesinde akademik alanda ve endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kiitle spektrometresi, elektriksel veya manyetik alan veya bu ikisinin birlesimi
kullanilarak vakum altinda analitten iyonlarin olusmasi, olusan iyonlarin kiitle/yiik
(m/z) oranlarina gore ayrilmasi, analiz edilmesi ve bu degerlerin 6lgiilmesine dayali
olarak caligmaktadir (Lavagnini vd 2006). Bu baglamda, kiitle spektrometresi iyon
kaynagi, kiitle analizorii ve detektor olmak {iizere 3 temel kisimdan olugmaktadir
(Lavagnini vd 2006, Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009). Bazi iyon kaynaklari
dahil bu temel kisimlarin ¢aligmasi sirasinda diisiik basinca yani yiiksek vakum
ortamina gereksinim duyuldugu i¢in cihazin pompa sistemine ihtiyaci vardir. Ayrica,
detektor tarafindan alinan sinyallerin kaydedilmesi i¢in de bilgisayar tabanli bir veri
sistemi gerekmektedir. Bilgisayar, sinyallerin m/z degerlerine gore bagil bollugunu
grafik halinde kiitle spektrumu seklinde gostermektedir (Westman-Brinkmalm ve
Brinkmalm 2009).

Sekil 2.4°de kiitle spektrometresinin temel kisimlar1 belirtilmistir. Temel
kisimlarin yiiksek vakum altinda c¢alismasi, olusan iyonlarin baska bilesikler ile
carpigmasini veya etkilesime girmesini engelleyerek ortamda serbestce hareket etmesini
saglamaktadir. Carpisma, molekiiler iyonlarin parcalanmasina ve ayrica iyon-molekiil
etkilesimlerinden dolay1 farkli tiirlerin ortaya ¢ikmasina yol agabilmektedir. Bunun
sonucunda da duyarlilik azalmakta, olglim belirsizligi artmakta ve ¢Oziiniirliik
diismektedir (Dass 2007).
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Sekil 2.4. Kiitle spektrometresinin genel kisimlari

Kiitle spektrometresinde 6l¢iimler bilesiklerin nétral formunun aksine iyon hali
ile yapilmaktadir. Ciinkii, deneysel olarak iyonlarin hareketini ve yoniinii degistirmek
rastgele ve amagsizca hareket eden notral bilesiklere gore daha kolaydir. Iyonlara
uygulanan elektrik ve manyetik kuvvetler sonucunda iyonlarin enerjileri ve hizlar
degistirilip kontrol altinda tutulabilmektedir. Bu durum, iyonlarin ayrimina ve tespit
edilmesine yardimci olmaktadir. Iyonlasma, analit molekiillerinin veya atomlarmin
yapisindan bir elektron uzaklastirilmasi veya yapisina bir proton ilave edilmesi
sonucunda gaz-fazi iyonlarina donistiiriilmesi ile gergeklesmektedir. Bu doniisiim
sirasinda agiga ¢ikan enerji, molekiilii belirli baglardan kirarak karakteristik pargalarina
(fragment) ayirmaktadir (Dass 2007).

2.4.1. lyonizasyon kaynaklar

Analitler kiitle spektrometresine gaz, sivi veya kat1 halde girmektedir. Son iki
durumda, iyonizasyon islemi Oncesinde veya sirasinda analitler ucucu hale
getirilmelidir. Analitlerden yiiklii parcaciklarin olusturulmasi (iyonizasyon) cesitli
teknikler ile gergeklesmektedir (Wang ve Turnipseed 2012). Kiitle spektrometresi icat
edildigi yildan (1912) itibaren giinlimiize kadar siirekli bir degisim ve gelisim icerisinde
olmustur. Orneklerin iyonizasyon islemi i¢in yeni ydntemlerin gelistirilmesi bu cihazin
kullanim alanin1 da genisletmistir. ilk olarak kullanilan iyonizasyon ydntemleri; alan
desorpsiyonu (FD), plazma desorpsiyonu (PD), ikincil iyon kiitle spektrometresi
(SIMS), lazer desorpsiyonu (LD), hizli atom bombardimani (FAB) ve termosprey (TS)
iyonlagtirmadir (Cooks 2010). Kullanilacak olan yontem, ilgili analitin uguculuk,
molekiil agirligt ve 1siya dayamklilik gibi fiziko-kimyasal o6zelliklerine ve iginde
bulundugu matriksin yapisina bagli olarak se¢ilmektedir (Lavagnini vd 2006).

Giintimiizde ise en yaygin kullanilan teknikler; elektron iyonizasyon (elektron
carpmasi-El), kimyasal iyonizasyon (Cl), matriks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon (MALDI) ve atmosferik basing iyonizasyondur (elektrosprey iyonizasyon
(ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI)) (Wang ve Turnipseed 2012).
Bu yontemler, iyonlagma sirasinda meydana gelen par¢alanma derecesine bagl olarak,
sert (hard) ve yumusak (soft) iyonizasyon teknikleri olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir.
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Giliniimlizde yaygin olarak kullanilan EI ve CI teknikleri ilk grupta; ESI ve MALDI
teknikleri ikinci grupta yer almaktadir (Niessen 2006). Sert iyonizasyon kaynaklar1 gaz
fazindaki ve disik molekiil agirligindaki (<1000 Da) oOrnekler icin; yumusak
iyonizasyon kaynaklari ise diisiik uguculuktaki ve yiiksek molekiil agirligindaki sivi
veya kat1 ornekler i¢in kullanilmaktadir. Bu ylizden, EI ve CI teknikleri genellikle gaz
kromatografisinde; ESI ve MALDI ise sivi kromatografisinde kullanilmaktadir (Bush
2000). Ayrica bu iyonizasyon kaynaklarindan bazilari diisiik basing ortaminda ¢alisirken
(EL, CI, MALDI), bazilar1 (ESI, APCI) ise atmosferik basingta calismaktadir (Dass
2007).

EI tekniginde, gaz fazindaki 6rnek molekiilleri diisiik basing altinda (107°-107°
tor) tungsten veya renyum filamentinden yayilan yiiksek enerjili elektronlar (70 eV) ile
bombardimana ugramaktadir. Carpisma sirasinda hedef molekiiliin yapisindan bir
elektron koparak molekiil pozitif iyon (molekiiler iyon) haline doniismektedir. Eger
analit yiiksek elektron affinitesine sahipse molekiiliin yapisina elektron eklenmesi
sonucunda negatif iyonlar olugsmaktadir; ancak negatif iyondan yararlanilarak yapilan
dlclimler smirhidir. Iyonizasyon isleminin gerceklesmesi icin bombardiman yapilan
elektronlarin  kinetik enerjilerinin, molekiiliin iyonizasyon enerjisini asmasi ¢ok
onemlidir. El’nin yiiksek vakum ortaminda gerceklesmesi molekiiller arasi ¢arpismay1
engellemektedir (Niessen 2006, Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).
EI tekniginin uygulanmasindaki en énemli sinirlama, elektron bombardimani sirasinda
analit molekiiliine kazandirilan fazla enerji ile molekiiliin hizli bir sekilde parcalanmasi
sonucunda molekiiler iyonun kiitle spektrumunda gozlenememesi veya diisiik sinyal
giicli (intensity) vermesinden dolay1 diger sinyallerden ayirt edilmemesidir. CI teknigi,
molekiiliin pargalanmasini azaltmakta ve molekiiler iyonlarin olusumunu artirmaktadir.
Bu agidan, EI teknigine gore daha yumusak bir iyonizasyon teknigidir (Bush 2000,
Ardrey 2003,). Ancak EI teknigi ile kiyaslandiginda hassasiyeti daha diistiktiir (Li vd
2015). EI tekniginde analit direkt olarak elektron 1sinina maruz kalarak iyonlasirken; CI
teknigi 2 asamada gerceklesmektedir. Once reaktif gaz molekiilleri 200-500 eV elektron
15101 ile iyonlagsmakta; daha sonra olusan reaktif gaz iyonlar1 carpisma sirasinda yiikiinii
notral analite aktarmaktadir (proton transferi). En yaygin kullanilan reaktif gazlar;
metan, isobiitan ve amonyaktir. Digerlerine kiyasla daha diisiik protein afinitesine sahip
oldugu i¢in iglerinde en yaygin kullanilan metan (CHas) gazi iyonlasarak CHs" iyonlarini
olusturmaktadir ve bu iyonlar analit molekiilleri ile reaksiyona girerek pozitif ytiklerini
analite gecirmektedir (Ardrey 2003, Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm
2009).

Iyonizasyonun vakum ortaminda gerceklestigi iyonizasyon tekniklerinden farkli
olarak atmosferik basing ortaminda meydana geldigi tekniklere genel olarak atmosferik
basing iyonizasyon (API) teknikleri denilmektedir. Bu kapsamda yer alan atmosferik
basing kimyasal iyonizasyon (APCI) ve elektrosprey iyonizasyon (ESI), ozellikle sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi sistemi i¢in kullanim alani ¢ok yaygin olan
tekniklerdir. Bu tekniklerde, EI ve CI tekniklerine gore analit molekiiliinde daha az
parcalanma gozlenmekte, molekiiler iyon biiyiilk oranda korunmakta ve bdylece
duyarlilik ve secicilik artmaktadir (Li vd 2015). Ozellikle karmasik yapili rneklerde
yapilan eser miktardaki bilesiklerin analizinde bu durum ¢ok 6nemlidir. CI teknigi ile
ayni iyonlagma ilkesine sahip olan atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI)
tekniginin CI tekniginden farki, iyonlagmanin atmosferik basing ortaminda
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gerceklesmesidir. Boylece 6rnek molekiilleri ve reaktif iyonlar arasinda daha fazla iyon-
molekiil etkilesimi gercekleserek iyonizasyon verimi ve tespit hassasiyeti Onemli
diizeyde artmaktadir (Dass 2007). Bu teknikte sivi kromatografisinden gelen hareketli
faz ve igerisindeki analit molekiilleri, sicak nebulizer probundan (350-500 °C) auxiliary
gaz (N2) esliginde gegerek ¢ok ince partikiiller (sprey) halinde dagilmaktadir. Ortamda
analit partikiillerinden daha fazla miktarda bulunan hareketli faz partikiilleri, korona
desarj1 tarafindan saglanan elektron akisina maruz kalmada oncelige sahiptir. Iyon
haline gegen hareketli faz partikiilleri veya auxiliary gaz (N2 veya Ni), analit
partikiilleri ile etkilesime girerek yiiklerini (genellikle proton transferi) onlara
aktarmaktadir. Boylece analit molekiilleri iyon haline gegmektedir (Lavagnini vd 2006,
Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009, Li vd 2015).

2.4.2. Elektrosprey iyonizasyon

1912 yilinda icat edilen ve ticari olarak 1940l yillarda piyasaya siiriilen kiitle
spektrometresi ile 1952 yilinda icat edilen ve yag asitleri, steroidler gibi 1s1ya dayanikli
bilesiklerin ayriminda kullanilan gaz kromatografisinin 1957 yilinda birlestirilmesi, bu
giiclli teknigin biyokimya alaninda kullanimina olan ilgiyi artirmistir. Ancak iyonlasma
isleminde sert iyonizasyon tekniklerinin (EI ve CI) kullanilmasi proteinler, niikleik
asitler ve kompleks karbonhidratlar gibi kompleks biyomolekiillerin yikimi ile
sonuclanmistir. Bu teknigin ugucu bilesiklerin ayrilmasinda kullanilmasi ve bu teknik
ile proteinlerin yapisinda 6nemli derecede yikim ve parcalanma olmaksizin gaz fazina
gecisini saglamanin miimkiin olmamasindan dolayr yumusak iyonizasyon tekniklerinin
gelistirilmesi on plana ¢ikmistir. Yumusak iyonizasyon, iyonizasyon islemi sirasinda
analite minimum diizeyde i¢ enerjinin aktarildigin1 ve parcalanmanin diisiik oldugunu
ifade etmektedir (El-Aneed vd 2009). ESI teknigi 1968 yilinda Malcom Dole ve ¢alisma
arkadaslar1 tarafindan kesfedildikten sonra, 1984 yilinda Masarmichi Yamashita ve John
Fenn tarafindan da kiitle spektrometresi ile birlestirilmistir (Westman-Brinkmalm ve
Brinkmalm 2009). John Fenn’in biyolojik makromolekiillerin kiitle spektrometresinde
analizi i¢in ESI teknigini gelistirmesinden dolayr 2002 yilinda kimya alaninda Nobel
odiilii almasi, bu teknigin biyokimya, biyomedikal ve farmakolojik arastirma
alanlarinda kullaniminin énemini artirmistir (Kebarle ve Verkerk 2010). Zamanla LC-
MS sistemlerinde kullanilan en 6nemli arayiiz pargasi olmustur. APCI teknigi gibi
atmosferik basing altinda gergeklesen ESI, APCI tekniginin aksine, yiiksek molekiil
agirlikli, 1s1ya duyarli ve polar bilesiklerin iyonizasyonu i¢in kullanilmaktadir. (Blasco
ve Pic6 2007).

ESI teknigi temel olarak 2 elektrot sisteminden olusmaktadir. Elektrotlardan biri,
¢ozelti ile temas halinde olan metal kapiler tiiptiir ve elektrospreyin yiiklii damlaciklarin
olustugu kisminda yer almaktadir. Bu elektrot, yayici (emitter) elektrot olarak
adlandirilmakta ve analitik acidan reaksiyonlar bu elektrotta meydana gelmektedir.
Ikinci elektrot veya karsit (counter) elektrot ise, kiitle spetrometresinin bir parcasi olan
ornekleme konisi veya 0rnegin analizore gegisini saglayan giris kapiler aparatlarindan
biridir (Berkel ve Kertesz 2007). ESI tekniginin prensibi, atmosferik basingta siirekli
akis halinde olan ve analit molekiillerini i¢eren ugucu polar ¢dziiciiniin, paslanmaz ¢elik
kapiler tiipten (yayici elektrot) gecerken, bu tiiplin u¢ kismina yiiksek elektrik voltaji1 (3-
5 kV) uygulanmasi sonucunda kapiler tiipiin ucu ile analizoriin girisi (karsit elektrot)
arasinda olusan elektriksel alanda yiiklii damlaciklar halinde dagilmasina dayanmaktadir
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(Ho vd 2003, Berkel ve Kertesz 2007, Dass 2007). Uygulanan bu teknikte, analit
fragmentlerine ¢ok az diizeyde ayrilmakta veya hi¢ ayrilmamaktadir. Kapiler tiipiin dis
yiizeyinden, sivi ile aymi eksen dogrultusunda akan sheath gaz (kuru N32) sprey
olusumunu daha iyi hale getirmektedir. Bu gaz, ayn1 zamanda kapilerin ucundan gelen

yiiklii partikiillerin analizoriin girisine ulasmasina yardimci olmaktadir (Banarjee ve
Mazumdar 2012).

ESI kullanilarak molekiillerin ¢o6zeltiden gaz fazina gegisi 3 asamada
ger¢eklesmektedir: (1) yikli damlaciklarin ince partikiiller halinde dagilmasi (2)
¢cozliciiniin buharlastirilmast (3) yiikk orani yliksek damlaciklardan iyonlarin aciga
¢tkmast (Ho vd 2003, Lavagnini vd 2006, Kebarle ve Verkerk 2010). ik asama
kapsaminda, kapiler tiipilin i¢inden gegerken sivinin yapisinda burada olusan potansiyel
farktan dolay1 degisimler gozlenmektedir. Iletken s1vi kuvvetli elektriksel alana maruz
kaldiginda, bu stvinin yapisindaki yiikler Coulomb yasasina bagli olarak ayrilmaktadir.
Elektroforetik hareket, ayrisan katyonlar1 (pozitif modda) elektriksel alanin en kuvvetli
oldugu noktaya (kapilerin ug yiizeyi) dogru iletirken, anyonlar1 ise iki elektrotu birbirine
baglayan ve bunlara elektrik potansiyeli saglayan metal tel {izerinden yiizeyden
uzaklastirmaktadir. Bu yiik ayrimi sivida yeni bir kuvvetin olusmasina neden olmakta
ve sivinin ylizey gerilimi bu kuvveti etkisiz hale getiremedigi zaman sivi kapilerin
ucunda konik bir yapi halini almaktadir. Bu yapiya Taylor konisi denilmektedir.
Sisteme uygulanan yiiksek elektrik voltaji sonucunda olusan elektriksel kuvvetler yiizey
gerilimini yenerek sivinin, koninin tepe noktasindan damlaciklar halinde ayrilmasini
saglamaktadir (Bokman 2002, Kebarle ve Verkerk 2010).

Ikinci asamada, elektrosprey ucun cikisinda olusan yiiklii damlaciklar ortamdaki
potansiyel degisimden dolay1 sheath gaz akisinin yardimiyla kiitle spektrometresinin
analizor girisine (karsit elektrot) dogru siirtiklenmektedir. Bu sirada, damlaciklara sicak
azot gazi (auxiliary gaz) uygulanmasiyla ¢oziicii buharlagmakta ve yiiklii damlaciklarin
boyutu azalmakta ancak ylik miktar1 sabit kalmaktadir. Damlacik boyutunun azalmasi,
yiizeydeki ylik yogunlugunu ve dolayisiyla yiiklerin elektrostatik itme giiclinii
artirmaktadir. Sonug olarak, belirli bir noktada (Rayleigh limit) damlaciklar stabil
olmayan bir hal almakta ve Coulombik kuvvetler yiizey gerilimini asarak damlaciklarin
béliinmesine (fizyon) neden olmaktadir. Uciincii asamada, devam eden c¢oziicii
evaporasyonu ile birlikte damlacik boyutu oldukca kiiciilmekte ve siirekli pargalanma
sonucunda damlaciklarin yapisindaki analit iyonlar1 gaz fazinda agiga g¢ikmaktadir
(Bokman 2002, Kebarle ve Verkerk 2010). Sekil 2.5°de ESI sisteminde iyonlarin
olusumu belirtilmistir (Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

ESI sistemlerinde iyonizasyon, analitin ve cihazin &zelliklerine bagli olarak
birgok parametreden etkilenmektedir. Bu parametrelerden bir tanesi, asidik 6zellikteki
analitler i¢in pKa veya bazik Ozellikteki analitler i¢in pKb degeridir. Bu degerler
analitin proton (H atomu) alarak veya vererek yiik kazanacagin1 ve buna bagl olarak

iyonizasyon modunun pozitif veya negatif olacagini belirlemek acisindan 6nemlidir
(Kebarle ve Verkerk 2010).
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Sekil 2.5. ESI’de iyon olusumu

ESI sisteminin en iyi sekilde ¢alismasi agisindan ¢oziicti bilesimi ve akis hizi iKi
onemli degiskendir. Akis hizi, ESI sirasinda olusan damlaciklarin hem boyutunu hem de
boyut dagilimim belirlemektedir. Genel olarak ESI kaynagi 1-10 uL/dk akis hizinda
calismaktadir. Sprey, daha yiiksek akis hizlarinda biliyiik boyutta damlaciklar
olusturarak elektriksel akimda soruna yol agtig1 igin islem stabil olmamaktadir. Coziicii
bilesimi, sivilarin yiizey gerilimi agisindan Onemlidir. Saf su gibi yiiksek ylizey
gerilimine sahip sivilarin elektrosprey islemi metanol, etanol, izopropanol ve asetonitril
gibi ¢oziciilere kiyasla daha zor gergeklesmektedir (Dass 2007). Ancak gradiyent
sistemlerde saf su hareketli faz bilesiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle,
yiizey gerilimi yliksek sivilara elektrosprey ile iyonlasmasi i¢in daha yiiksek kapiler
voltaji uygulanmaktadir. Ornegin, metanoliin iyonlasmasi icin gerekli olan kapiler
voltaj1 2.2 kV iken, suyun iyonlagmasi i¢in gerekli olan voltaj 4 kV’tur (Kebarle ve
Verkerk 2010).

Auxiliary gazin ve kapiler tiipiin sicaklik degerleri iyonlagsma lizerine etkilidir.
Auxiliary gazin sicakligi, ESI probunun ucunda olusan damlaciklarin analizore gidis
yolunda ¢6ziiciiniin buharlagarak uzaklasmasi agisindan énemlidir (Janusson vd 2015).
Damlaciklardan agiga ¢ikan yiiklii iyonlar, kiitle spektrometresinin drnekleme konisi
girisindeki 1sitilmis  kapiler tlipten gegerek analizore girmektedir. Dis yiizeyini
cevreleyen 2 kartus 1sitic tarafindan 1sitilan kapiler tiip (genellikle 0.2 mm i¢ ¢apli, 60-
100 mm uzunlukta, 100-400 °C’ye 1sitilabilen), atmosferik basing ile yiiksek vakum
ortamlar1 arasinda bulunmaktadir. Kapiler, iyonlarin buradan gegerken tamamen gaz
fazina gecisini saglamaktadir (Banarjee ve Mazumdar 2012). Ayrica auxiliary ve sheath
gaz akis hizlar1 da iyonlagsma isleminde etkilidir (Janusson vd 2015). ESI islemi
sonucunda, analitin iyonlar ile birlikte notral formlar1 da sprey igerisinde mevcuttur.
Notral molekiillerin, iyonlar ile analizére girmemesi icin sprey kapilerinin yOniiniin,
kiitle spektrometresinin girisi ile ayni eksen dogrultusunda olmamasi gerekmektedir.
Genellikle gaz fazina gecen kiigiik damlaciklar spreyin dig bolgesinde daha yogun
oldugu i¢in ESI probunun, analizor girisinden ¢ok az eksen dis1 olacak sekilde
konumlandirilmasi iyonlarin ndtral formlarma goére daha ¢ok analizére girmesini
saglamaktadir (Cech ve Enke 2001). Iyonlasmay: etkileyen diger bir faktor analit
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konsantrasyonudur. Damlacik yiizey alanina paralel olarak yiizeydeki iyon miktar1 da
sinirlt olmaktadir. Analit konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumda, damlacik yiizeyi
tamamen analit iyonlar1 ile doldugu zaman fazla iyonlar damlaciklarin i¢ kisminda
stkismaktadir (Bokman 2002).

ESI piiskiirtiicii
(nozzle)
/ .

Isitict

—»
ESIignesi st Skimmer
need| .
(needle) | iyon
Transfer
\J O Kapileri
fyon
sweep
konisi NS

Sekil 2.6. Ion Max yapis1 (Manisali vd 2006)
2.4.3. Analizorler

Kiitle analizorleri, iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayirmakta ve ayrilan
iyonlar1 tek bir odak noktasinda toplamaktadir. Bu kisimda, iyonlarin hareketleri
manyetik ve/veya elektriksel alan ile gerceklesmektedir. Bu alanda hareketli ytiklii bir
parcacik sahip oldugu momentuma (kiitle.h1z) ve kinetik enerjiye bagli olarak diger bir
yikli pargaciktan ayrilmaktadir. Bu temel Ozelliklere dayanarak calisan manyetik
sektor, kuadrupol (Q), kuadrupol iyon tuzagi (QIT), ugus zamanl (TOF), orbitrap ve
iyon siklotron rezonans (ICR) analizorleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kiitle analizorlerinin ¢alisma performansi; kiitle araligi (analiz edilebilen en yiiksek m/z
degeri), ¢oziiniirliik (komsu iki iyonu ayirabilme yetenegi), verim (tek bir iyonizasyon
isleminde olusan ilgili iyonlarin orani), dogruluk (6lciilen kiitle degeri ile tam kiitle
degeri arasindaki fark), dinamik aralik (6l¢iilebilen en yiiksek sinyal degerinin en diisiik
sinyal degerine orani), hiz (birim zamanda elde edilen spektrumlarin sayisi) ve
hassasiyet (analitin belirli bir giiven aralifinda tespit edilebilen en diisiik miktar1) gibi
ozellikler baz alinarak degerlendirilmektedir (Dass 2007, Hart-Smith ve Blanksby
2012).

Antibiyotik kalint1 analizinde genellikle kuadrupol, kuadrupol iyon tuzagi, ucus
zamanli ve orbitrap analizorleri kullanilmaktadir. Her sistem antibiyotik kalinti1 analiz
uygulamalar1 agisindan kendine 06zgii tasarimi, islevi ve performanst bakimindan
avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Kuadrupol ve kuadrupol iyon tuzagi sistemleri,
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genellikle pik yiiksekliginin yarisindaki pik genisligi (FWHM) 0.7 akb (Da) degerinde
olmasindan dolay1 diisiik ¢oziliniirliikli kiitle analizorleri iken; ugus zamanli ve orbitrap
analizorleri orta-yliksek ¢oOziiniirliiklii olup aralarinda birka¢ milidalton (mDa) kiitle
farki bulunan iyonlar1 ayirabilme yetenegine sahiptir. Bdylece bu analizorler ile dogru
kiitle 6lgtimleri yapilabilmektedir (Wang ve Turnipseed 2012).

Kuadrupol, laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan bir analizordiir. Bu
analizdr, sadece kiitle analizorii olarak kullanilmamakta; sik sik iyon transfer optigi ve
carpisma hiicresi (collision cell) olarak da kullanilmaktadir. Tekli kuadrupol, birbirine
paralel 4 metal ¢ubuk elektrottan olusmaktadir. Zit yiikli her bir metal ¢ubuk cifti
birbiriyle elektriksel olarak bagldir ve bir ¢ift gubuk ile digeri arasinda radyo frekansi
(RF) voltaj1 uygulanmaktadir. RF voltajina ilave olarak dogru akim (DC) voltaji da
uygulanarak iyonlarin c¢ubuklar arasindan ge¢mesi saglanmaktadir. Belirli voltaj
oranlarinda (DC/RF) sadece istenilen m/z degerindeki iyonlar detektore ulagmaktadir.
Kiitle ayrimi, elektrotlara uygulanan DC ve RF potansiyellerinin olusturdugu yiiksek
frekansl elektriksel alanda iyonlarin sabit titresim hareketi ile saglanmaktadir. Diger
iyonlar kararsiz yoriingelerinden dolay1r cubuklar ile c¢arpismakta ve detektore
ulasamamaktadir (Blasco ve Pico 2007, Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve
Brinkmalm 2009).

Kuadrupol iyon tuzagi (Paul tuzagi), kuadrupol analizérii ile ayni prensipte
calismaktadir; aralarinda geometrik sekil acisindan fark vardir. Bu sistem, merkezde
halka seklinde metal bir elektrot ve bu elektrodun her iki tarafin1 kapatan hiperbolik iki
elektrottan olusan ii¢ boyutlu bir yapidir. Bu sekilde iyonlarin hapsoldugu bir alan
yaratilmistir. Iyon hareketleri kuadrupol analizoriinde oldugu gibi DC ve RF
potansiyelleri ile saglanmaktadir. DC potansiyelindeki artis ile birlikte istenilen m/z’ye
sahip iyonlar, diger iyonlarin tuzaktan ayrilmasi sonucunda onlardan ayrilmaktadir.
Tuzagmn igerisine iyonlarin sogumasi icin yaklasik 10 tor basingta helyum (He) gazi
gonderilmektedir. Ayni zamanda bu gaz iyonlar1 tuzagin merkezinde tutmaktadir. Daha
sonra RF potansiyelindeki artis ile birlikte de tuzagin i¢inde kalan iyonlar ¢ikarilmakta
ve detektore iletilmektedir (Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

Tekli sistemler genel olarak EI ile calisan GC-MS cihazlarinin bir parcasi
olmustur. Bunun nedeni, EI ile hedef molekiilin yiiksek enerjili elektronlar ile
carpisarak birgok fragmente ayrilmasidir. Bodylece analizorde istenilen kiitledeki
fragment ilave bir ayirma islemine gerek kalmadan analiz edilebilmektedir. Bu analizor
LC sistemi ile birlikte de kullanilabilmektedir. Ancak ESI veya APCI islemlerinde
iyonlar fragmentlere ayrilmadan molekiillerin proton kazanmasi veya kaybetmesi ile
olustugundan dolay1 tekli sistemler ile yapilan taramalarda molekiil yapisi ile ilgili ¢ok
az bilgiye ulasilmaktadir. Kuadrupol sistemler ¢oziintirliik, secicilik ve kiitle dogrulugu
acisindan yetersiz oldugu icin giinlimiizde tekli analizoriin yerine tandem (MS/MS)
veya yiliksek c¢oziintrlikli (HR) kiitle spektrometreleri kullanilmaktadir. Ciinkii
karmagik yapili matrikslerle yapilan analizlerde ilgili analitin dogru ve giivenilir bir
sekilde tespit edilmesi 6nemlidir (Blasco ve Picd 2007, Wang ve Turnipseed 2012).

Uclii kuadrupol (QqQ) sistemi 1978 yilinda gelistirilmistir ve giiniimiizde

laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemde ardarda 3 tane kuadrupol
analizérli bulunmaktadir. Bunlardan ilki (Q1) ve sonuncusu (Q3) kiitle filtresi olarak
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kullanilmakta; ikinci kuadrupolde ise m/z se¢imi veya taramasi yapilmamaktadir. Ikinci
kuadrupolde, ilk kuadrupolde segilen Oncli iyonun fragmentlere ayrilmasi
ger¢eklesmektedir. Bu amagla hiicreye azot (N2) veya argon (Ar) nétral gazlan
doldurulmaktadir. Ilk ve sonuncu kuadrupollere DC ve RF uygulanilirken; ortadaki
kuadrupole sadece RF uygulanarak burada olusan tiim iyonlarin diger kuadrupole gegisi
saglanmaktadir. ilk kuadrupolde istenilen m/z degerindeki oncii (precursor) iyon
secilerek ikinci kuadrupole gecmekte; buradaki gaz ile ¢arpisan iyonlar fragmentlerine
ayrilmakta ve bu fragmentlerin hepsi {igiincii kuadrupole aktarilmaktadir. Her oncii
iyonun iriin iyonlarima pargalanma enerjisi ana iyonun kimyasal yapisinin farkl
olmasindan dolayr ayni degildir. Bu yiizden ikinci kuadrupolde carpigsma enerjisi
degerinin 6ncii iyonlara gore optimize edilmesi dnemlidir. Ugiincii kuadrupolde oncii
iyona 0zgii olusan iiriin (product) iyonlarin taramasi yapilip bu iyonlar se¢ildikten sonra
detektore aktarilmaktadir (Blasco ve Picé 2007, Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve
Brinkmalm 2009, Wang ve Turnipseed 2012).

Q1 q2 Q3
Oncii (precursor) iyon Uriin (product) iyon
SIM SCAN
[ p— | |
(o) > >
> () '< »- —
(o - -~
I — | -
Carpisma hiicresi
Kiitle se¢imi Kiitle ayrim

Sekil 2.7. Uglii kuadrupol sistemi (Blasco ve Picé 2007)

Kuadrupol kiitle analizorii kantitatif analizlerde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bu uygulamada her bir bilesik i¢in uygun Oncii/iiriin iyonlar1 secilerek ve
carpigsma etkili ayrigsmada (CID) kullanilan ¢arpisma enerji degerleri belirlenerek cihaz
parametrelerinin analizden once optimize edilmesi gerekmektedir. Bu yiizden, bu
asamalar metot gelistirme uygulamalarinda zaman kaybina neden olmaktadir. Ancak
yliksek ¢oztiniirliiklii kiitle spektrometrelerinde yapilan analizlerde ilgili parametrelerin
optimizasyonu yapilmadan tam tarama gerceklestirilebildiginden dolay1 her bir bilesik
icin optimizasyon ihtiyact ortadan kalkmaktadir (Bateman vd 2009).

2.4.4. Yiiksek coziiniirliiklii kiitle spektrometresi (HRMS)

Bir bilesigin kiitlesinin belirlenmesinde kesinligin iyi ve dogrulugun yiiksek
olmas1 i¢in bazi faktorlerin optimize edilmesi 6nemlidir. Bu faktorler, pik sekli, iyon
bollugu, ¢oziiniirliik ve kalibrasyondur. Dogru kiitle 6l¢iimleri i¢in m/z skalasinda pik
seklinin merkezi baz alinarak diizgiin ve simetrik olmas1 6nemlidir. Pik seklini etkileyen
faktorlerden bir tanesi iyon bollugudur. Sinyalin ¢ok yogun olmas1 dedektor 6l¢ilimiiniin
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baskilanmasina; yeterli seviyede olmamasi ise pik seklinin kotii olmasina neden
olmaktadir. HRMS ile yapilan 6l¢iimlerde daha dar pik sekilleri elde edilebilmekte ve
bu da belirsizligi azaltmaktadir. Kalibrasyon ise, kiitle tayininde dogrulugun iyi ve
Olclimiin giivenilir olmast agisindan énemlidir (Ojanperd vd 2012).

Kiitle spektrometresi ile yapilan analizlerde cihazin analiz performansi agisindan
g6z ontlinde bulundurulmasi gereken en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi ¢oziiniirliiktiir.
Coziiniirlik degeri, analizoriin (kiitle filtresi) birbirine yakin kiitleleri ayirabilme
yetenegidir. Buna bagli olarak, ¢ozlniirliigiin artmasi bilesiklerin kimyasal yapisi ile
ilgili bilgilerin agia ¢ikmasinmi saglamaktadir. Coziiniirliik degeri 1000-10000 arasinda
nominal kiitleleri farkli iki pikin ayrimi (6rnegin; 325 Da ile 326 Da), 10000-100000
arasinda ayni nominal kiitleye sahip fakat yapisindaki bir aminoasit ile birbirinden
ayrilan kiigtk kiitleli (<2500 Da) peptitlerin ayrimi (6rnegin; 16sin ve izolosin); 100000
ve lizerinde ise ayn1 nominal kiitleye sahip fakat elementel bilesimi farkli molekiillerin
(6rnegin; N2 ve CO, 28 Da) ayrimi yapilabilmektedir (Marshall ve Hendrickson 2008).
Her elementin her bir izotopu kendine has tam kiitleye sahiptir. Bir iyonun tam kiitlesi
(4-6 ondalik noktasi), onun elementel ve izotopik bilesimini giivenilir bir sekilde
tanimlamaktadir. Bir bilesigin tam molekiil kiitlesi elementel bilesiminde yer alan iyon
veya molekiillerin atomik kiitlelerinin toplamindan olugsmaktadir. Atomik kiitle ise, her
bir atom i¢in dogada en yaygmn bulunan izotopunun kiitlesi baz alinarak
hesaplanmaktadir. Bir bilesigin tam kiitle (4-6 ondalik noktasi) degerinin dogru bir
sekilde belirlenebilmesi i¢in yliksek c¢oziiniirliklii kiitle analizorlerinin kullanilmasi
gerekmektedir (Lebedev 2009).

HRMS’nin, ¢ok kiiglik kiitle farkliliklarin1 algilayarak yiiksek ayirma
kapasitesine sahip olmasi, kromatografik ayrim ihtiyacini diisiirmesi ve metabolitlerin
tekli kiitle analizorii ile genis kapsamda miktarini belirlemesi bu cihazin kullaniminin
yayginlagsmasini saglamistir. Glinlimiizde en yaygin kullanilan yiliksek ¢oziintirliiklii
kiitle analizorleri, ugus zamanli (TOF), iyon siklotron rezonans (ICR) ve orbitrap
analizorleridir. Ucus zamanh kiitle spektrometresinde iyonlarin kiitlelerine bagl olarak
sahip olduklar1 hizlara gore ayrim yapilmaktadir. Bu analizérde iyonlar kisa stireli
pulslarla (6rnegin, elektron veya lazer) olusmakta ve belirli bir potansiyelde uygulanan
elektrik pulslartyla hizlandirilarak ucus tiiplintin girisine iletilmektedir. Uygulanan
potansiyel ile hizlanan iyonlar tiipiin girisinde ayn1 miktarda kinetik enerjiye sahiptir.
Ayni kinetik enerjiye sahip farkli m/z degerindeki iyonlar elektrik alan1 bulunmayan 1-2
m uzunlugundaki ugus tiipiinde hizlarindaki farkliliktan dolay: detektore farkl: siirelerde
ulagmaktadir. Diisiik kiitleli iyonlar daha hizli oldugu i¢in detektére daha once
ulagmaktadir (Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009, Wang ve Turnipseed 2012).
Analizoriin yapisinda yer alan reflektron (elektrostatik ayna) iyon yolunu uzatarak
kiitlelerin daha iyi ayrilmasina olanak saglamaktadir. Bu analizr, kuadrupol gibi sirayla
tek bir iyon iizerinden Ol¢clim yapmaya odaklanan analizére kiyasla oldukca hizli ve
hassas bir sekilde bir¢ok kiitleyi ayn1 anda 6l¢ebilmektedir (Marshall ve Hendrickson
2008).

Iyon siklotron rezonans ve orbitrap analizorleri, az sayida iyon varhiginda bile
yiiksek kiitle ¢oziiniirliigli ve dogrulugu acisindan rutin olarak yapilan analizlerde
yaygin olarak kullanilan diger kiitle spektrometrelerinden daha {istiindiir. Bu iki kiitle
spektrometresinin, goriintii akimi algilama sistemi ve goriintii akimi tarafindan tiretilen
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zamana bagli anlik kiitle spektrumlarinin olusumunda kullanilan Fourier doniisiim
matematiksel islemlerinin kullanilmasi gibi belirli ortak ozellikleri vardir. Fourier
donlisimii ile zamana bagl sinyal, frekansa bagli sinyale yani kiitle spektrumuna
dontistiiriilmektedir. Fourier doniisiim kiitle spektrometrelerinde kiitleler frekans olarak
temsil edilmektedir. Burada, goriintii akimi elektrotlar iizerine diismekte, dijital hale
doniistiiriilmekte ve kaydedilmektedir (Scigelova vd 2011). Genel olarak, iyon siklotron
rezonans analizoriiniin ayirma giicii ve kiitle dogrulugu orbitrap analizoriinden daha iyi
olmasina ragmen, orbitrap analizoriiniin ICR analizorline kiyasla avantajlar1 vardir.
Orbitrap analizOriinlin  c¢aligmast  i¢in  siliperiletken miknatislara  gereksinim
duyulmadigindan, bu analizOriin hem maliyetinin daha diisiik olmast hem de
laboratuvarda daha az yer kaplamasi en onemli avantajlaridir. Bu etkenler orbitrap
analizorlinlin rutin analizlerde daha ¢ok tercih edilmesini saglamaktadir (Hart-Smith ve
Blankshy 2012).

2.4.4.1. Orbitrap analizorii

K.H. Kingdon, 1923 yilinda merkez elektrodun etrafinda belirli bir yoriingede
donerek iyonlar1 yakalayan bir yontem gelistirmistir. Fakat, bu diizenek uzun yillar
kiitle spektrometresi olarak degil, iyon yakalama cihazi olarak kullanilmistir. Bu
cihazda iyonlarin yakalanmasi i¢cin manyetik veya dinamik (RF) elektrik alanlarin
yerine elektrostatik alandan yararlanilmistir. Diizenek, merkezde (igte) ince tel elektrot,
dista merkez ile es eksenli elektriksel olarak izole edilmis silindirik elektrot ve iki ugta
uclar1 kapatan iki tane elektrottan olusmaktadir. I¢c ve dis elektrotlara uygulanan DC
voltaji ile iki elektrot arasinda radyal logaritmik bir potansiyel olugsmakta ve iyonlar tel
elektrodun etrafinda belirli bir yoriingede donmektedir. Ug elektrotlara uygulanan
potansiyel ile de iyonlar eksensel olarak hareket etmekte ve tuzak igerisinde
tutulmaktadir. 1981 yilinda ise R.D. Knigth, Kingdon tuzagindaki dis elektrodun seklini
degistirerek radyal logaritmik ifadeye ek olarak eksensel kuadrupol terimini tiretmistir.
I¢ ve dis elektrotlar arasindaki logaritmik potansiyel Kingdon tuzaginda oldugu gibi
iyonlarin radyal yonde orbital olarak yakalanmasini saglarken, kuadrupolar potansiyel
ise iyonlarin z yoniinde harmonik salimim hareketi yaparak diizlemsel olarak
hapsedilmesini saglamaktadir. Orbitrap kiitle analizorii ise 2000 yilinda Alexander
Makarov tarafindan Knigth tarz1 Kingdon tuzagindan esinlenilerek tasarlanmis ve 2005
yilinda ticari olarak piyasaya sunulmustur (Hu vd 2005, Westman-Brinkmalm ve
Brinkmalm 2009). Giiniimiizde ise kiitle spektrometresi alaninda ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir. Bu analizoriin analitik performansi, cihazin rutin bilesik tanimlamasindan
karmasik yapidaki matrikslerde eser miktarda bilesen analizine kadar genis uygulama
alaninda kullanilmasina olanak vermektedir (Makarov ve Scigelova 2010).

Orbitrap, temeli iyon sapmasi (elektrikli/manyetik sektor), iyon kararlilig:
(kuadrupol, kuadrupol iyon tuzagi) veya ugus siiresi (TOF) o6l¢iimlerine dayanan
analizorlerden farkli olarak iyon frekansina gdre analiz yapan bir kiitle analizoriidiir
(Marshall ve Hendrickson 2008). Frekans, genlikten ve iyon enerjisinden bagimsiz
oldugu igin kiitle analizinde iyonlar sadece m/z degerine gore ayrilmaktadir. Orbitrap,
bir iyon tuzagi analizoriidiir. Kuadrupol iyon tuzaginda iyonlar dinamik elektriksel
alanda RF ile tuzakta tutulurken, orbitrap analizriinde iyonlari tutmak i¢in ne RF ne de
miknatis kullanilmaktadir. Orbitrap, hareketli iyonlar1 sabit elektriksel alanda
(elektrostatik) kuadro-logaritmik potansiyel ile merkez elektrodun etrafinda belirli bir
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yoriingede tutmaktadir (Hu vd 2005, Marshall ve Hendrickson 2008). Orbitrap
analizorlinlin ¢alisma prensibi, Knigth tarzi Kingdon tuzagi ile ayni olup aralarinda
elektrot sekilleri agisindan sekilsel olarak fark bulunmaktadir. Bu analizor, ¢an seklinde
bir ¢ift dis elektrot tarafindan ¢evrelenen ig seklinde merkez elektrottan olugmaktadir.
Iyonlar, merkez elektrot etrafinda r yoniinde (radyal ve agisal) orbital hareket ederken
ayn1 zamanda z yOniinde (eksensel) siirekli olarak salinim yapmaktadir (Sekil 2.8).
Ancak elektrotlarin kendine 06zgii sekli, radyal ve eksensel iyon hareketlerinin
birbirinden bagimsiz olmasini saglamaktadir (Hu vd 2005, Perry vd 2008).

T

Sekil 2.8. Orbitrap iyon hareket yonleri

Iyonlarm r yéniindeki hareketi iyon kiitlesinden bagimsiz olarak iyonlarin
kinetik enerjisinden ve dis ve i¢ elektrotlar arasindaki elektriksel alan kuvvetinden (2.1)
kaynaklanmaktadir; z yoniindeki hareketi ise, r yoniindeki hareketinden tamamen
bagimsiz olup, elektrotlar arasindaki sabit potansiyelde iyonlarin sadece m/z degerine
(2.2) gore gergeklesmektedir. Iyonlarm radyal ve eksensel hareketi belirli sayida
dongiiden sonra ince halka seklini almaktadir. ilk denklemde; r elektrostatik analizoriin
yarigapini, qV iyon kinetik enerjisini ve qE de iyonun elektriksel alanda maruz kaldig:
kuvveti ifade etmektedir. Ikinci denklemde; m/z iyonun kiitle/yiik oranini ve k eksensel
kuvveti ifade etmektedir. k degeri, elektrotlarin sekline ve uygulanan potansiyele bagh
olarak belirlenmektedir (Hu vd 2005, Perry vd 2008).

_ 2qV
"TeE (2.1)
o= |()-* (2.2)

Orbitrap kiitle analizorii ile giivenilir kiitle 6l¢iimleri yapilarak 1 ppm degerinin
altinda kiitle sapmasi elde edilebilmektedir. Bu 06zelligi kiiciik yapili molekiillerin
analizinde 6nemli Ol¢ilide yararli olmaktadir. Yiiksek ¢oziiniirliikte sinyal giiriiltiiden iyi
bir sekilde ayrilacagi i¢in (S/N>2-3) iyonun tam kiitle degeri belirlenebilmektedir. Bir
bilesigin kiitlesinin yliksek dogrulukta 6l¢limii, diger olasiliklarin elenmesini saglayarak
elementel bilesiminin kolayca belirlenmesi agisindan onemlidir. Ancak, molekiil
yapisindaki elementlerin sayisinin veya bilesigin molekiil kiitlesinin arttigi durumlarda
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dogru kiitle 6l¢iimii onun elementel yapisinin belirlenmesinde yeterli olmamaktadir. Bu
degere ilaveten, molekiil yapisinin belirlenmesine izotop piklerin yogunlugu onemli
Olclide katki saglamaktadir. Coziiniirlilk degerinin yiiksek olmasi kiitle dogrulugunun
giivenilirligi agisindan c¢ok Onemlidir. Buna ilaveten, kiitle toleransinin ¢ok genis
tutulmasi girisim unsurlarinin ilgili bilesigin pik alanina dahil olmasindan dolay1 dogru
kiitle 6l¢timlerinde hataya ve ayrica yanlig pozitif sonuglarin elde edilmesine; ¢cok dar
tutulmasi da bilesigin kiitle degerinde hatalara ve buna baglh olarak da yanlis negatif
sonuclara neden olmaktadir (Scigelova ve Makarov 2009).

ESI islemi ile olusan iyonlar, atmosfer basincindaki ortamda iyon transfer
kapilerine girmekte ve basincin gradiyent olarak azaldigi, yliksek vakum altinda tutulan
iyon optikleri ile yiiksek vakum altinda bulunan analizére iletilmektedir (Anonymous
2009a). Gaz fazindaki iyonlar oldukg¢a reaktif ve genelde kisa Omiirlii olduklarindan
dolayi, iyonlar olustuktan sonra detektore iletilene kadar yiliksek vakum altinda
olmalidir. Ayrica yiiksek vakum iyonlarin birbiriyle ¢arpigsmasini engellemektedir. Bu
yiizden; iyon optikleri, analizér ve detektor de vakum altinda tutulmalidir. Kiitle
spektrometresinin bu kisimlarinda yiiksek vakum saglamak amaciyla genel olarak
diftizyon pompasi veya turbomolekiiler pompalardan (TMP) yararlanilmaktadir
(Banarjee ve Mazumdar 2012).

Iyon optikleri; iyon kaynagi ve analizor iyon optikleri olmak iizere 2 gruba
ayrilmaktadir (Sekil 2.9). Iyon kaynag: optikleri; tube lensleri, skimmer, RF lensleri ve
LO lenslerinden olusmaktadir. Kapilerden gegen iyonlar, kiitlelerine bagli olarak tube
lensler tarafindan uygulanan potansiyel (tube lens voltaj1) ile skimmerin girisine dogru
yonlendirilmektedir. Skimmer, iyon source bdlgesi (yiiksek basing) ile RF lens bolgesi
(diistik basing) arasinda vakum ayarlayict (baffle) olarak calismaktadir. Kapiler tiipiin
cikis, direkt olarak skimmerin girisine denk gelecek sekilde ayarlanmaktadir. Boylece,
yuklii biiylik partikiillerin skimmerdan gegerek analizore girisi azaltilip detektdrdeki
giiriiltii miktar1 azaltilmaktadir. RF ve LO lenslerine uygulanan potansiyel ile iyonlarin
analizore dogru gegisi saglanmaktadir. Ayrica LO lensleri vakum ayarlayict (baffle)
olarak da islev gormektedir (Anonymous 2009a).

Analizor iyon optikleri; multipole 1, L1 lensler, split lensler ve multipole 2
(octapole)’den olusmaktadir. Multipole 1 parcalari, cithaza 90°’lik egim ile
yerlestirilerek analizore girisi istenmeyen notral bilesiklerin vakum altinda ortamdan
uzaklastirilmasint  ve 1iyonlarn analizére gecisini saglamaktadir. L1 lenslerine
uygulanan potansiyel ile iyonlar multipole 2’ye dogru ilerlemektedir. Ayrica L1
lenslerinin vakum ayarlayici (baffle) olarak islevi vardir. Split lensler, iyonlarin kiitle
analizoriine girisini baslatmak veya durdurmak icin kullanilmaktadir. C-trap’e
girmesine izin verilmeyen iyonlar, L1 lensler tarafindan uygulanan yiiksek voltaj ile
ayarlayiciya dogru saptirilmaktadir. Multipole 2 (octapole), lenslerden gegen iyonlarin
C-trap’e iletilmesini saglamaktadir (Anonymous 2009a).

C-trap (kavisli lineer tuzak), orbitrap analizOriiniin hemen yaninda bulunan,
iyonlarin analizore girmeden once kisa siireli depolandigi boliimdiir. C-trap’in basinda
(gate lens) ve sonunda (trap lens) bulunan lenslere uygulanan potansiyel ile iyon
gecisleri ve iyonlarin bu béliimde tutulmasi saglanmaktadir. Iyonizasyon kaynaklari
araliksiz iyon {rettiklerinden dolay: kiitle analizoriine varig sirasinda iyon kaybi
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yasamamak amaciyla iyonlarin burada toplanmasi ve sonra analizore ge¢cmesi
onemlidir. Burada 6nemli olan, C-trap’ten iyonlarin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
analizore iletilmesidir. Iyonlar, lenslere DC voltaji uygulanmas1 ve C-trap’teki RF
potansiyelinin hizli bir sekilde sifira diisiiriilmesi sonucunda C-trap’in ¢ikisina dogru
yonelmektedir. C-trap’ten sonra gelen Z lenslerine uygulanan potansiyel de iyonlarin
orbitrap girigine iletilmesini saglamaktadir (Marshall ve Hendrickson 2008; Anonymous
2009a).

Trap Gate .
Hii i Lens Lens  Multipole 2 SplitLens L1 Lens ]
Carpisma Hiicresi ! C-trap . p - Multipole 1
| |
— ] — LO Lens
Ziens o RF Lens ||[— —N——
— Skimmer |+ T

“:'CI Tube lens /el:ljo

@ Kapiler

Orbitrap 1 IiSI ]
Kiitle analizorii yon kaynagi

<7

Sekil 2.9. Orbitrap-Exactive

Iyon optikleri ve orbitrap analizériinii cevreleyen vakum manifoldu, bu alanlarda
yiiksek ve ultra yiiksek vakum ortamini saglamaktadir. Vakum manifoldu kapiler-
skimmer bolgesi, kaynak bolgesi ve analizér bolgesi olmak tizere 3 bolmeye ayrilmigtir
ve bu bolmelerde vakum sirastyla 6n pompa, turbomolekiiler pompa (kaynak TMP) ve
diger turbomolekiiler pompa (analizor TMP) ile saglanmaktadir. Kapiler-skimmer
bolgesinden orbitrap analizér bolgesine dogru vakum degeri kademeli olarak
artmaktadir. Kapiler-skimmer bolgesi dnvakum (FV), multipole 2 ve C-trap bdlmesi
yiiksek vakum (HV) ve orbitrap analizér bolmesi ultra yiiksek vakum (UHV) bolgesi
olarak adlandirilmaktadir (Anonymous 2009a) (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Tyon optikleri ve analizérdeki vakum degerleri

Bolge Vakum (mbar) Vakum saglayici
Kapiler-skimmer <2 On pompa FV
Multipole 2 1E-05 Kaynak TMP HV
Orbitrap analizor < 8E-10 Analizor TMP UHV

Detektor, analizorde m/z oranlarina gore ayrilan iyonlarin enerjilerini elektrik
enerjisine dontistlirerek, verilerin bilgisayar sisteminde insan gozii tarafindan
algilanabilen big¢imde gorilintiilenmesini saglamaktadir (Dass 2007, Westman-
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Brinkmalm ve Brinkmalm 2009). Kiitle spektrometrelerinde kullanilan dedektorler iki
ana kategoriye ayrilmaktadir. ik grupta, yiiksek dogrulukta izotop oranlarinin
Olciildiigii sektor analizorleri ile birlikte kullanilan, fotograf plakasi ve Faraday kab1 gibi
gelen sinyalleri direkt 6l¢en dedektorler; ikinci grupta ise sintalasyon sayici ve elektron
cogaltict gibi gelen sinyalleri yeterli yogunlukta vermek amaciyla artiran sinyal
cogalticinin (multiplier) kullanildig1 detektorlerdir (Evans 1990). Goriinti akimi
dedektorii ise sadece iyon siklotron rezonans ve orbitrap analizorleri ile birlikte
kullanilan ve zamana bagli sinyallerin olustugu detektdrdiir. Bu sinyaller elde edildikten
sonra Fourier doniisiimii ile frekansa bagli sinyale yani kiitle spektrumuna
dondstiirilmektedir (Dass 2007, Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

2.5. Metot Validasyonu

Bir analitik 6l¢iimiin amact; tutarli, glivenilir ve dogru verilerin elde edilmesidir.
Bu amaca ulagsmada valide edilmis analitik metotlarin biiyiik bir rolii vardir. Metot
validasyonu sonucunda elde edilen veriler, iyi bir analitik ¢alismanin ayrilmaz bir
parcasi olarak, analitik sonuclarin kalitesini, giivenilirligini ve tutarliligin1 sorgulamak
amaciyla kullanilmaktadir. Bir analitik metot, rutin analizlerde kullanilmaya
baslanmadan 6nce ve baska bir laboratuvarda kullanilmak amaciyla transfer edildiginde
valide edilmelidir; ayrica farkli 6zellikte bir cihaz veya matriks kullanilmasi gibi metot
sartlarinin veya parametrelerinin degistigi durumlarda valide edilmis bir metodun tekrar
validasyonu yapilmalidir (Huber 2010). Validasyon, asgari kabul kriterlerini yerine
getiren bir metodun Kalitesini tarafsiz olarak gosteren ve belirli bir amag igin metodun
uygulanabilirligini ispatlayan bir prosediirdiir. Bu, 0Ozellikle kalite yonetimi ve
akreditasyon baglaminda 6nemli bir konudur (Peters vd 2007).

Metot validasyonu, dogrudan nicel verilerin kalitesini etkiledigi i¢cin metot
gelistirme ile yakindan ilgilidir. Validasyon sayesinde gelistirilen metodun kabul
edilebilirligi glivence altina alinmaktadir. Analitik metotlarin validasyonuna iliskin
sayisiz kurulusun farkli ihtiyaclar1 karsilayan bilgi kaynaklari mevcuttur. Bu yiizden,
metot validasyonu icin rehberlik yapacak uygun kaynagin secilip uygulanmasi
onemlidir. Temel olarak bu kaynaklar Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC), Uluslararas1 Standardizasyon Komitesi (ISO), Avrupa Analitik Kimya Orgiitii
(Eurachem) ve Resmi Analitik Kimyagerler Dernegi (AOAC International) gibi
bagimsiz bilimsel kuruluslar tarafindan saglanmaktadir. Bu kuruluglar, ulusal/bdlgesel
diizenleyici otoritelerden ve uluslararas: diizenleyici standart ve uygulamalar1 olusturan
uluslararasi kuruluslardan olusmaktadir (Kay ve MacNeil 2012).

Validasyonun kapsami ve degerlendirilecek performans parametrelerinin se¢imi
analitik yontemin durumuna goére degismektedir. Yontem daha Once uluslararasi
protokole gore tamamen valide edilmisse, genis kapsamli laboratuvar i¢i (in-house)
validasyonun yapilmasi gerekmemektedir. Ancak, laboratuvar i¢i yeni gelistirilen
metoda ait herhangi bir performans kriteri belirlenmemisse miimkiin oldugu kadar ¢ok
sayida validasyon parametresinin (tam validasyon) incelenmesi gerekmektedir
(Taverniers vd 2004). Genel olarak metot validasyonu i¢in incelenmesi Onerilen
performans kriterleri; dogrusallik (linearity), Ol¢lim araligi (range), segicilik
(selectivity), tespit limiti (limit of detection-LOD), tayin limiti (limit of quantification-
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LOQ), dogruluk (accuracy) ve kesinliktir (precision) (Taverniers vd 2004, Peters vd
2007, Huber 2010, Kay ve MacNeil 2012).

Secicilik, tespit edilecek analitin matriks igerisinde bulunan diger bilesiklerden
(metabolit, safsizlik, diger matriks bilesenleri) ayirt edilerek Olglilmesini ifade
etmektedir. Seciciligin belirlenmesi i¢in, kor numuneye (analiti icermeyen Ornek) farkli
konsantrasyonda aranan analit eklenerek girisim unsurlarinin olusup olusmadigi
incelenmektedir. Bir metodun segiciligini metot parametrelerinin yanisira Ornek
hazirlama asamalar1 da 6nemli 6l¢lide etkilemektedir. Gliniimiizde yiiksek ¢oziintirliikli
kiitle spektrometreleri ile yapilan calismalarda eser miktardaki analitlerin
belirlenmesinde c¢ok iyi segicilik saglanmaktadir. Kalibrasyon modelinin se¢imi analit
miktarinin gilivenilir bir sekilde tespit edilmesi i¢in Onemlidir. Bu yiizden analit
konsantrasyonu ile cihazda vermis oldugu sinyal arasindaki iligski incelenmelidir. Bu
acidan, dogrusallik ve Ol¢lim araligi analitik caligmalarda belirlenmesi gereken iki
onemli parametredir. Dogrusallik, analit konsantrasyonu ile sinyalin dogru orantili
olarak degistigi alt ve iist sinirlart belirtmektedir. Analizlerde analitlerin 6l¢iim araligi
bu simirlar igerisinde olmalidir. Olgiim araliginn alt stirini tayin limiti (LOQ) degeri
belirlemektedir (Taverniers vd 2004, Peters vd 2007, Huber 2010, Kay ve MacNeil
2012).

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen verilerin gercek degere yakinligini ifade
etmektedir. Dogruluk, gerceklik ve kesinlik parametrelerini kapsamaktadir. Gergeklik,
bir degerin bilinen gercek degere yakinligini (sapma-bias) belirtmektedir. Bu deger, bir
6lctim metodunun gergek sonucu verebilme kabiliyetini ifade eden sistematik hatalardan
etkilenmektedir. Gergek deger, sertifikali referans maddelerin kullanildig: valide edilmis
bir metot uygulanarak belirlenmektedir. Ancak sertifikali referans madde ve metodun
bulunmadigr durumlarda geri kazanim c¢alismasi yapilarak da belirlenebilmektedir. Bu
kapsamda validasyon c¢alismasinin yapilacagi matrikse (blank) tespit edilecek analit
bilinen konsantrasyonda ilave edilerek analiz edilmektedir. Kesinlik ise, ayn1 dérnekten
elde edilen Olglim sonuglarmin birbirine yakinhigini ifade etmektedir. Kesinlik
tekrarlanabilirlik  (repeatability), ara kesinlik  (intermediate  precision) ve
tekrartiretilebilirlik (reproducibility) olmak tiizere 3 farkli sekilde belirlenmektedir.
Tekrarlanabilirlik 6rneklerin ayni laboratuvarda ayni ekipman kullanilarak ayni analist
tarafindan kisa zaman aralifinda analiz edilmesi sonucunda verilerin elde edilmesi; ara
kesinlik ayni laboratuvarda farkli giinlerde farkli analistler tarafindan yapilan analiz
sonuglarinin elde edilmesi ve tekrariiretilebilirlik ise ayni metodun farkli laboratuvarda
uygulanmas1 sonucunda verilerin elde edilmesi olarak tanimlamaktadir. Bir metodun
kesinligi standart sapma veya bagil standart sapma (RSD) degeri ile belirlenmektedir
(Taverniers vd 2004, Peters vd 2007, Huber 2010, Kay ve MacNeil 2012).

Eser miktarda analit konsantrasyonlarinda c¢alisilmast durumunda analit
sinyalinin kor numune sinyalinden ayrilmast ve uygun bir kesinlikte sonuglarin elde
edilmesi daha da Onem arz etmektedir. Bu durum i¢in tespit limiti ve tayin limiti
kavramlar1 olusturulmustur. Tespit limiti, ornek igerisinde yer alan analitin tespit
edilebilen fakat degeri tam olarak Olgiilemeyen en diisik miktarn1 ya da
konsantrasyonudur. Kromatogramda bu deger, analit pikinin yiiksekliginin (sinyal-S)
temel taban ¢izgisinden (baseline) yani giiriiltii seviyesinden (N) en az 3 kat yiiksek
olmasimi ifade etmektedir. Tespit limitinin altinda kalan nicel verilerin Ol¢iimii
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yapilabilmektedir ancak bu degerlerin dlgiimiindeki belirsizlik gercek degerden oldukga
yiikksek oldugu icin Ol¢limler dogru ve kesin olmamaktadir. Tayin limiti ise Ornek
icerisindeki analitin kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte Olgiilebilen en diisiik
miktarin1 ya da konsantrasyonunu ifade etmektedir ve raporlama limiti olarak da
bilinmektedir. Genellikle tespit limiti ve tayin limiti en diisiik konsantrasyonda analitin
ornek korii lizerine eklenerek yapilan ¢oklu analiz sonuglarinin standart sapmasinin
hesaplanmasi ile elde edilmektedir. Belirlenen standart sapmanin 3 ile carpilmasi
sonucunda tespit limiti, 10 ile ¢arpilmasi sonucunda tayin limiti hesaplanmaktadir. Bu
sayilar, sirastyla 6l¢iimlerde maksimum kabul edilebilir bagil belirsizlik yilizdeleri olan
%33 ve %10 degerlerinin karsilig1 olan katsayilardir (Taverniers vd 2004, Peters vd
2007, Huber 2010, Kay ve MacNeil 2012).

2.6. Gidalarda Kiitle Spektrometresi Kullanilarak Yapilan Siilfonamid Grubu
Antibiyotik Kalint1 Analizi Calismalari

Cavaliere vd (2003) tarafindan yapilan bir g¢alismada, siit ve yumurtada
siilfonamid grubunda yer alan 14 tane antibiyotik kati faz ekstraksiyon kartusu ile
ekstrakte edildikten sonra HPLC-MS cihaz1 (tekli kuadrupol) kullanilarak analiz
edilmistir. Analizde gradiyent eliisyon kullanilmistir ve analiz siiresi 44 dakikadir. Siitte
geri kazanim degeri 5 ppb seviyesinde %13’lin altinda bagil standart sapma ile %76-
112; yumurtada ise 50 ppb seviyesinde %12’nin altinda bagil standart sapma ile %68-
106 araliginda bulunmustur. LOQ degeri siitte 1-6 ppb; yumurtada ise 5-13 ppb olarak
tespit edilmistir. Siitte siilfonamid analizi i¢in yapilan diger bir calismada 24 tane
stilfonamid grubu antibiyotigin asetonitril ile sivi faz ekstraksiyonundan sonra UPLC-
MS/MS (tglii kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Gradiyent eliisyon kullanmilarak 10
dakika siire icerisinde Ornekler analiz edilmistir. Matriks uyumlu yapilan kalibrasyonda
dogrusal aralik 0.99’un tizerindeki korelasyon katsayisi ile 0,2-100 ppb degerinde elde
edilmistir. LOD degeri 0,04-1,35 ppb, LOQ degeri ise 0,5 ppb olarak hesaplanmustir.
Her bir antibiyotik iy1 geri kazanim degeri (%60,59-116,66) ile analiz edilmistir ve bagil
standart sapma degeri %2,92-18,64 araliginda degismektedir (She vd 2010).

Lu vd (2007) tarafindan et {iriinlerinde yapilan bir ¢alismada 8 tane siilfonamidin
kat1 faz ekstraksiyon yonteminden sonra HPLC-MS (kuadrupol iyon tuzag) ile analizi
yapilmistir. Kolonda analitlerin ayrimi icin su (30) ve %80 asetonitril/su (70) karisimi
izokratik eliisyon olarak kullanilmistir ve analiz siiresi 40 dakikadir. Dogrusallik
caligmasi icin yapilan matriks uyumlu kalibrasyonda 50-2000 ppb araliginin uygun
oldugu belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 16-39 ppb ve 53-130 ppb
araliginda degisirken, bagil standart sapma giin i¢inde ve farkli giinlerde yapilan
analizler sonucunda sirasiyla %15’in ve %19’un altinda tespit edilmistir. Cin’de et
tirtinlerinde siilfonamid analizi igin yapilan diger bir ¢alismada etil asetat-su karisimi ile
stvi ekstraksiyon yapildiktan sonra 24 tane siilfonamidin UPLC-MS/MS (ligli
kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Gradiyent programda yapilan analizin siiresi 15
dakikadir. Analizde 0,2-50 ppb araliginda dogrusallik tespit edilmistir (r2:0,991-0,999).
Tiim siilfonamidler i¢in geri kazanim degeri %67,8-113,9 arasinda belirlenmistir. LOQ
degeri ise 0,04-0,37 ppb, bagil standart sapma ise giin i¢inde ve farkl giinlerde yapilan
analizler sonucunda sirasiyla %0,46-7,28 ve %0,44-7,10 araliginda tespit edilmistir (Cai
vd 2008).
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Chitescu vd (2011) tarafindan kanatli et sanayisinde en yaygin kullanilan 4 tane
(stilfadimetoksin, siilfametoksazol, siilfakinoksalin ve siilfadiazin) siilfonamid grubu
antibiyotigin sirasiyla uygulanan asetonitril, aseton ve diklormetan ekstraksiyonlarindan
sonra HPLC-MS/MS (iiclii kuadrupol) ile analizi yapilmustir. Izokratik eliisyon ile
yapilan analizin siiresi 10 dakikadir. Analizde kalibrasyon degerleri 30-150 ppb
araliginda 0,99’un iizerinde korelasyon katsayisi ile dogrusallik gostermektedir. Bagil
standart sapma %7,8-13,5 olarak belirlenmistir. Dogrulugun gostergesi olarak yapilan
geri kazamim ¢alismalar1 sonucunda %70-84 araligindaki degerler elde edilmistir. Ug
antibiyotik i¢in LOQ degeri 0,4-1,7 ppb olarak belirlenirken, siilfakinoksalin i¢in bu
deger 19,6 ppb olarak belirlenmistir.

Ispanya’da domuz etinde bulunabilecek 12 tane siilfonamid grubu antibiyotigin
analizi Font vd (2007) tarafindan yapilmistir. Ekstraksiyon igslemi 160 °C sicaklikta ve
1500 psi basingta su kullanilarak yapilmistir. Analiz i¢in kapiler elektroforez-iyon
tuzag kiitle spektrometresi (MS/MS) kombinasyonu kullanilmistir. Kalibrasyonda 50-
500 ppb araliginda 0,996’nin {iizerindeki korelasyon katsayisi ile dogrusallik elde
edilmistir. Bagil standart sapmanin %14’iin altinda ve geri kazanim degerinin %76-98
araliginda oldugu belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri de sirasiyla 1,56-12,5 ppb ve
13,8-42,3 pbb araliginda hesaplanmistir. Yu vd (2011) tarafindan yapilan bir ¢caligsmada,
domuz, sigir ve tavuk {irtinlerinde (et, karaciger ve bobrek) 18 tane siilfonamid grubu
antibiyotik basinghi sivi ekstraksiyonu ve HPLC-MS/MS (iiclii kuadrupol) cihazi
kullanilarak analiz edilmistir. Ekstraksiyonda 70 °C sicaklikta ve 1400 psi basingta
asetonitril kullanilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analizin siiresi 60
dakikadir. Analizde matriks uyumlu kalibrasyon kullanilarak 10-2000 ppb gibi genis bir
aralikta dogrusallik elde edilmistir (r2:0,9981-0,9990). Metodun %13’lin altinda bagil
standart sapma ile elde edilen geri kazanim degerleri %71,1-118,3 araligindadir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 5-10 ppb ve 15 pbb’nin altinda hesaplanmustir.

Kore’de farkli deniz iiriinlerinde (balik, mavi yengecg, karides, deniz kulagi)
yapilan bir calismada 14 tane siilfonamid grubu antibiyotigin analizi yapilmistir. Bu
amacla siv1 faz ekstraksiyon yontemi ve UPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihazi
kullanmilmistir.  Gradiyent eliisyonun kullanildigi analizin siiresi 20 dakikadir.
Dogrusallik 20-500 ppb degerleri arasinda 0,999’un iizerinde bir korelasyon katsayisi
ile tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 3-6 ppb ve 9-18 ppb araliginda
hesaplanmistir. Geri kazanim caligmalarinda %4-11,3 bagil standart sapma ile %51,8-
89,7 degerleri elde edilmistir (Won vd 2011). Kung vd (2015) tarafindan
gergeklestirilen bir ¢calismada ise balik dokularinda eser miktarda bulunabilen 14 tane
stilfonamid grubu antibiyotigin analizi yapilmistir. QUEChERS ekstraksiyon yontemiyle
matriksten ekstrakte edilen siilfonamidler HPLC-MS/MS (li¢lii kuadrupol) cihazi ile
analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analiz 20 dakika siirmektedir.
Analiz i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi 10-100 ppb arasindaki degerlerde
hazirlanmustir. Bu aralikta uygun korelasyon katsayisi (r2:0,9950-0,9994) ile dogrusallik
elde edilmistir. Geri kazanim ¢aligsmalarinda stilfonamidler %80,2-93,5 oranlarinda elde
edilmistir. Bagil standart sapma ise %3,8-8,7 aralifinda tespit edilmistir. LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,43-1,22 ppb ve 1,27-3,71 ppb araliginda hesaplanmustir.

Dubreil-Chéneau vd (2014) tarafindan balda yapilan bir ¢alismada kati1 faz
ekstraksiyon kartuslar1 kullanilarak ekstrakte edilen 13 tane siilfonamid HPLC-MS/MS
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(ticlii kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilan analizin siiresi
17 dakikadir. Analizde kalibrasyon degerleri 10-50 ppb araliginda 0,97 nin iizerinde
korelasyon katsayisi ile dogrusallik gdstermektedir. Geri kazanim degerleri %85,8-
110,2 ve bagil standart sapma %2,6-19,8 araliginda hesaplanmigtir. Balda yapilan diger
bir ¢alismada yine kati faz ekstraksiyon kartusu uygulanarak ekstrakte edilen 11
tanesiilfonamid grubu antibiyotik HPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihazi ile analiz
edilmistir. Analizde gradiyent eliisyon kullanilmistir ve analiz siiresi 13 dakikadir.
Metot 5-100 ppb araliginda tiim siilfonamidler icin dogrusallik gdstermistir (r2:0,993-
0,999). Geri kazanim degerleri %89-114 araliginda, bagil standart sapma ise giin iginde
ve farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda sirasiyla %3-19,5 ve 4 tane antibiyotik
disinda %20°nin altinda tespit edilmistir (Juan-Borras vd 2015).

Yu ve Hu (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada siit ve siit tozunda 6 tane
stilfonamidin analizi yapilmistir. Analizde Karistirma c¢ubugu sorptif ekstraksiyon
sistemi ve HPLC-MS/MS (Kuadrupol-ugus zamanli/Q-TOF) cihazi kullanilmistir.
Gradiyent eliisyon ile yapilan analizin stiresi 30 dakikadir. Kalibrasyon grafigi 0,1-2000
ppb araligindaki konsantrasyonda ¢izilmis olup dogrusal aralik olarak 1 tanesi i¢in 0,2-
200 ppb, digerleri igin ise 2-500 ppb araligi belirlenmistir (r?:0,9922-0,9981). Bagil
standart sapma %20’nin altinda, LOD degerleri siit ve siit tozu i¢in sirasiyla 0,9-10,5
ppb ve 2,7-31,5 ppb araliginda tespit edilmistir. Geri kazanim ise siitte %87-120, st
tozunda %68-115 olarak elde edilmistir.

Antibiyotigin yemlerine katilarak hayvanlara verilmesi antibiyogin uygulanma
yollarindan bir tanesidir ve yaygin olarak uygulanmaktadir. Buna bagli olarak Lopes vd
(2012) tarafindan yemlerde yapilan bir calismada 13 tane siilfonamid grubu
antibiyotigin analizi yapilmistir. Antibiyotiklerin yemlerden ekstraksiyonu igin
QuEChERS yontemi uygulanmistir ve bunu izleyen analiz asamasinda HPLC-MS/MS
(tG¢lii kuadrupol) cihazi kullanilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilan analizin siiresi 18
dakikadir. Metotta matriks uyumlu kalibrasyon kullanilarak 0-75 ppb araliginda
dogrusallik elde edilmistir (r>>0,9864). Dogrulugun &lgiitii olarak kullamlan geri
kazanim degeri %86-106,8 aralifinda ve kesinlik Ol¢iitii olarak kullanilan
tekrarlanabilirligin sayisal ifadesi olan bagil standart sapma ise %19,4’iin altinda tespit
edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 4,2 ppb ve 7,1 ppb degerlerinin altinda
hesaplanmustir.

Siilfonamid grubu antibiyotiklerin metabolitlerinin de analiz edildigi ¢aligmalar
incelendiginde, Kishida ve Furusawa (2004) tarafindan siitte yapilan bir calismada
stilfamonometoksin ve siilfadimetoksin antibiyotikleri ve Ns-asetil metabolitleri analiz
edilmistir. Bu c¢alismada, ekstraksiyon isleminde etanol-asetik asit karigimi
kullanildiktan sonra ekstraktlar HPLC cihazi (PDA dedektdr) ile analiz edilmistir.
Izokratik eliisyonun kullanildig1 analizin siiresi 30 dakikadir. LOQ degerleri 9-25 ppb
araliginda tespit edilmistir. Ayn1 antibiyotik ve metabolitlerinin tavuk {irlinlerinde (et,
karaciger) analizi HPLC cihazi (PDA dedektor) kullanilarak yapilmistir (Kishida ve
Furusawa 2005). Bu iki siilfonamid grubu antibiyotigin ve Ng-asetil metabolitlerinin
yumurtadan doygun amonyum siilfat c¢ozeltisinde ultrasonik homojenizator ile
ekstraksiyonundan sonra HPLC cihazi (PAD dedektor) ile analizinin yapildigi bir
calisma mevcuttur. Kalibrasyon grafigi 0,1-2 ppm araliginda 0,998’in {izerinde bir
korelasyon katsayisi ile elde edilmistir. Bu ¢alismada geri kazanim degerleri %91’in
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tizerinde hesaplanmistir (%RSD=%4). LOD ve LOQ degeri sirasiyla 0,03 ppm’in ve
0,08 ppm’in altinda belirlenmistir (Kishida 2007).

Li vd (2013) tarafindan et iirlinlerinde 16 tane siilfonamid grubu antibiyotigin ve
4 tane Ngs-asetil metabolitinin analizi i¢in gelistirilen yontemde, analitler asetonitrilin
kullanildig1 ultrasonik inkiibasyonu izleyen kati faz ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte
edildikten sonra UPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir. Gradiyent
elisyonun kullanildig1 analizin siiresi 16 dakikadir. Matriks uyumlu kalibrasyon 1-200
ppb araliginda yapilmstir (r>0,9983). Geri kazanim degerleri %3,5-9,2 araliginda bagil
standart sapma ile %68,3-104 araliginda elde edilmistir. LOD ve LOQ degeri sirasiyla
0,1-0,3 ppb ve 0,35-1 ppb araliginda hesaplanmistir. Sun vd (2013) tarafindan su
tirlinlerinde 4 tane siilfonamid grubu antibiyotigin ve Ns-asetil metabolitinin tespit
edilmesine yonelik bir calisma yapilmistir. Bu calismada, basinghi sivi ekstraksiyon
islemi i¢in 70 °C sicaklikta ve 10,3 MPa basingta asetonitril kullanilmistir. Analitlerin
analizi kapiler elektroforez ile yapilmistir. Dogrusallik 0,2-100 ppm araliginda
belirlenmistir (r>>0,9995). Geri kazanim degerleri karideste %0,6-3,6 araliginda bagil
standart sapma ile %83-114 araliginda, sardalyada %1-3,6 araliginda bagil standart
sapma ile %83-108 araliginda ve hamside (anguez) %1,2-3,9 araliginda bagil standart
sapma ile %84-116 araliginda elde edilmistir. LOQ degeri Ns-asetilsiilfamerazin i¢in
370 ppb ve Ns-asetilsiilfametoksazol i¢in 1076 ppb olarak digerleri igin ise 26,4-39,6
ppb araliginda hesaplanmustir.

Bu caligmalara ilave olarak, bebek mamalarinda siilfonamid grubu
antibiyotiklerin kalintilarinin tespit edilmesi i¢in gelistirilen metotlar da literatiirde yer
almaktadir. Bu ¢alismalardan biri, Gentili vd (2004) tarafindan yapilan et ve bebek
mamalarinda bulunabilecek 13 tane siilfonamid grubu antibiyotigin analiz edilmesidir.
Bu aragtirmada basingh siv1 ekstraksiyon yontemi ve HPLC-MS/MS (li¢lii kuadrupol)
cihaz1 kullamilmistir. Ekstraksiyon agamasinda 160 °C sicaklikta ve 100 atm basingta su
kullanilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilan analizin stiresi 20 dakikadir. Matriks
uyumlu kalibrasyon dogrusal olarak 0-25 ppb araligindagizilmistir (r>>0,9986). Geri
kazanim degerleri %10’un altinda bagil standart sapma ile %70-101 araliginda elde
edilmistir. Sirasiyla et ve bebek gidalarinda LOD degerleri 0,6-2,6 ppb ve 0,4-7,8 ppb,
LOQ degerleri ise 0,4-1,7 ppb ve 1,2-5,1 ppb olarak tespit edilmistir. Bebek
mamalarinda yapilan diger bir ¢aligmada, farkli gruplarda yer alan kontaminantlarin
analizi yapilmistir. Analizi yapilan bu kontaminantlar arasinda 16 tane siilfonamid
grubu antibiyotik de bulunmaktadir. Asetonitril ile ekstraksiyonu yapilan Ornekler
UPLC-MS/MS (i¢lii kuadrupol) ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon ile yapilan
analizin sliresi 12 dakikadir. Matriks uyumlu yapilan kalibrasyonda iyi korelasyon
katsaysi ile dogrusallik elde edilmistir (r>>0,990). Siilfonamid grubu antibiyotikler igin
geri kazanim degerleri %2-13 bagil standart sapma ile %77-111 araliginda elde
edilmistir. LOQ degeri de 0,1-0,5 ppb olarak tespit edilmistir (Zhan vd 2013).

Aguilera-Luiz vd (2012) tarafindan et ve siit tozu iceren bebek mamalarinda
yapilan bir ¢calismada 5 tane siilfonamid grubu antibiyotiginde bulundugu farkli gruptaki
antibiyotiklerin analizi yapilmistir. Bu ¢alismada ekstraksiyon icin seyrelt ve enjekte et
(diluet and shoot) siv1 faz ekstraksiyonu ve QUEChERS yonteminin ilk asamasi ayr1
olarak kullanmilmistir ve filtreden (Millex-GN naylon) gegirilen ekstraktlar UPLC-
MS/MS cihaz1 (ii¢lii kuadrupol) ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak
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yapilan analizin siiresi 9,5 dakikadir. Analiz sonuglarina gore, seyrel ve enjekte et
isleminde geri kazanim degerlerinin matriksten kaynaklanan girisim unsurlariin
sonucunda {ist sinir olan %120°den daha yiiksek ¢ikmasindan dolayr bu islemin her iki
matriks i¢in ideal olmadig ve QUEChERS yonteminde daha iyi geri kazanimlarin elde
edildigi, ayrica yiiksek konsantrasyonda (250 ppb) ilave edilen standart karisimin diisiik
konsantrasyona (25 ppb) kiyasla daha iyi sonu¢ verdigi ve bu yiizden eser miktarda
kalint1 analizi i¢in bu yontemin uygun olmadig1 belirtilmistir. Matriks uyumlu yapilan
kalibrasyonda 5-100 ppb araliginda 0,990’un iizerinde korelasyon katsayisi ile
dogrusallik tespit edilmistir. Genel olarak %20’nin altinda bagil standart sapma ile et
bazli bebek mamalarinda %90-120, siit tozu bazli bebek mamalarinda ise %74-120
aralifinda geri kazanim elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla et bazli bebek
mamalarinda 0,2-0,5 ppb ve 0,7-1,7 ppb, siit tozu bazli bebek mamalarinda 0,2-2 ppb ve
0,7-6,7 ppb araliginda bulunmustur.

Literatiirde gidalarda siilfonamid grubu antibiyotik kalinti analizi i¢in orbitrap
analizoriintin kullanildig1 2011-2015 yillar1 arasinda yapilan 9 tane ¢alisma mevcuttur.
Bu ¢alismalardan sadece Abdallah vd (2014) tarafindan yapilan ¢alismada siilfonamid
grubu antibiyotiklerin analizi lizerinde durulmustur. Digerleri ise siilfonamid grubunun
da icinde oldugu farkli gruptaki antibiyotiklerin et, balik, bal ve siit gibi gidalarda
(Kaufmann vd 2011, Romero-Gonzalez vd 2011, Gomez-Pérez vd 2012, Aguilera-Luiz
vd 2013, Kaufmann vd 2014, Cepurnieks vd 2015) veya pestisit gibi farkli kalinti
gruplar ile antibiyotiklerin ayni analiz yontemi ile bebek mamalarinda tespit edildigi
(Jia vd 2014, Goémez-Pérez vd 2015) calismalardir.

Abdallah vd (2014) tarafindan yapilan ¢alismada domuz, sigir, koyun ve tavuk
dokularinda (et, bobrek, karaciger) 22 tane siilfonamid grubu antibiyotigin ve 2 tane
metabolitin (Ns-asetilsiilfadimetoksin ve Njs-asetilsiilfametazin) analizi yapilmistir.
Ekstraksiyon isleminde QuEChERS yo6ntemi uygulanmistir. HPLC sisteminde gradiyent
eliisyon kullanilarak yapilan analizin stiresi 30 dakikadir. Kiitle spektrometresi olarak
dogrusal iyon tuzagi-orbitrap hibrit cihazt (LTQ Orbitrap Velos, Thermo-Fisher,
Almanya) kullanilmistir. Ekstraksiyon isleminin ilk asamasinda %1 asetik asitli
asetonitril, ikinci agsamasinda PSA ve susuz MgSO4 uygulanmistir. Son olarak, ekstrakt
kromatografik analize girmeden Once naylon filtreden (0,22 pm) gegirilmis ve santrifiij
edildikten (13500 rpm’de 10 dk) sonra cihaza enjekte edilmistir. HPLC’de Zorbax
Eclipse XDB-Csg (3,5 um x 2.1 x 100 mm) kolonu kullanilmstir. Kolon sicakligi 30 °C,
akis hiz1 200 pL/dk ve enjeksiyon hacmi 5 uL’dir. Hareketli faz olarak %0,01 formik
asit/su (A) ve %0,01 formik asit/metanol (B) uygulanmistir. Kiitle spektrometresi
kisminda analit tespiti i¢in cithazin ¢oziintirliigi 60,000’e ayarlanmistir ve 100-1000 Da
kiitle araliginda tarama yapilmistir. Matriks uyumlu kalibrasyonda 50-200 ppb
araliginda 0,990’1 lizerinde korelasyon katsayisi ile dogrusallik elde edilmistir. Geri
kazanim degerleri, farkli giinlerde yapilan tekrarlarda %23’lin ve giin i¢inde yapilan
tekrarlarda %15’in altinda bagil standart sapma ile %88-112 aralifinda tespit edilmistir.
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 3-26 ppb ve 11-88 ppb araliginda belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan 10 farkli markaya ait 47 tane bebek gidasi Antalya’da
bulunan marketlerden temin edilmistir. Uriinler; bebek siitii (0-6 ay), devam siitii (6.aydan
itibaren), devam siitii (1-3 yas), organik siitlii meyveli tahil bazl, siitlii biskiivili, 5 tahilli
stitlli piring tanecikli, siitli tam tahilli kus tiziimli, stitli piringli, stitlii 7 tahilli elmali, siitlii
balli irmikli, siitlii meyveli 8 tahilli, 8 tahilli siitli, siitlii piringli, siitlii ball1 irmikli, siitli
meyveli piringli, muzlu piringli siitlag, muhallebi, siitli tahilli, siitlii armutlu muhallebi
olmak iizere devam siitii igeren ve organik sebzeli ve tavuklu eriste, makarnali hindili
domates corbasi, tavuklu sebzeli ¢orba, kerevizli tavuk ¢orbasi olmak iizere hayvansal iirlin
iceren bebek gidalaridir. Bebek ve devam siitleri disinda siit igeren iriinler %28,7-54,8
oraninda siit; hayvansal iirlin iceren gidalar ise %8-10,2 oraninda et icermektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan stilfakloropiridazin, siilfadiazin, siilfadimetoksin,
siilfamerazin, siilfametazin, sililfametoksazol, siilfametoksipiridazin, siilfamonometoksin,
stilfapiridin, siilfakinoksalin ve siilfatiazol standartlar1 Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan; siilfamoksol, N-asetilsiilfadiazin, N-asetilsiilfamerazin, N-asetilsiilfametazin,
N-asetilsiilfametoksazol ve N-asetilsiilfapiridin standartlari Toronto Research Chemicals
(Kanada) firmasindan temin edilmistir. Standartlarin saflik dereceleri ve saklama kosullar
Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Standartlarin saflik derecesi ve depolama sicakligi

Standart Saflik (%) Saklama sicakligi (°C)
N-asetilsiilfadiazin 97,0 +4
N-asetilstilfamerazin 98,0 +4
N-asetilsiilfametazin 98,0 +4
N-asetilsiilfametoksazol 98,0 +4
N-asetilsiilfapiridin 98,0 +4
Siilfakloropiridazin 99,6 +20
Siilfadiazin 99,3 +20
Siilfadimetoksin 99,9 +4
Siilfamerazin 98,8 +20
Siilfametazin 99,7 +20
Siilfametoksazol 99,9 +20
Stilfametoksipiridazin 99,8 +4
Siilfamonometoksin 95,6 +20
Siilfamoksol 98,0 +4
Siilfapiridin 99,5 +20
Siilfakinoksalin 96,0 +20
Siilfatiazol 99,9 +20

41



MATERYAL VE METOT Ulgen ilknur KONAK

Standart ¢6zelti hazirlama, ekstraksiyon ve kromatografik analiz asamalarinda
metanol (Sigma-Aldrich, Almanya), asetonitril (Sigma-Aldrich, Almanya), aseton (Sigma-
Aldrich, Almanya), formik asit (Sigma-Aldrich, Almanya), asetik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya), oksalik asit dihidrat (Sigma-Aldrich, Almanya), amonyum format (Sigma-
Aldrich, Almanya), amonyum asetat (Merck, Almanya) kimyasallar1 kullanilmistir.
Kimyasallar LC-MS sistemlerinde kullanilmaya uygun analitik safliktadir. Ultra saf su
Milli-Q (Millipore, Fransa) sistemi ile elde edilmistir. Naylon filtre (0,45 um) Millipore
(irlanda) firmasindan ve QuEChERS ekstraksiyon kitleri Agilent (ABD) firmasindan temin
edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Her bir antibiyotigin stok ¢ozeltisi, derisimi 1000 ppm olacak sekilde
¢oziiniirliiklerine bagl olarak sadece metanolde veya metanol ve aseton karisiminda
hazirlanmistir ve -18 °C’de amber renkli tiiplerde muhafaza edilmistir. Arastirmada
kullanilan antibiyotiklerin tamamini igeren 5 ppm’lik standart karisim metanol ile
hazirlanmistir ve analizler bu karisim kullanilarak yapilmastir.

3.2.2. Ekstraksiyon yontemleri

Bebek gidalari, QUEChERS ve ASE yontemleri ile 2 farkli sekilde ekstraksiyon
islemine tabi tutularak analiz edilmistir.

3.2.2.1. QuEChERS yoéntemi

Bebek gidalariin QUEChERS yontemine gore ekstraksiyonu igin AOAC 2007.01
(2007) yontemi uygulanmistir. Bebek gidalar1 toz {iriinler ve kavanoz mamalari olmak
tizere 2 gruba ayrilmistir.

Toz friinlerin ekstraksiyon agsamasinda, 5 g numune 50 mL’lik santrifiij tiipline
tartilarak tlizerine 10 mL ultra saf su ilave edilmistir ve 30 s elle calkalanmistir. Sonra,
iizerine 15 mL %]1’lik asetik asit igeren asetonitril ilave edilerek tekrar 30 s elle
calkalanmistir. Daha sonra, 1.5 g susuz sodyum asetat ve 6 g susuz magnezyum siilfat toz
karisimi ilave edilmistir ve 1.5 dk elle ¢alkalanmistir. Tiipler, 20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk
santrifiij (Eppendorf 5810R, Almanya) edilmistir. Tiipler santrifiij isleminden sonra -18
°C’de bir gece bekletilmistir. Ekstraktlarin temizleme (clean-up) asamasi i¢in, 4 mL
ekstrakt igerisinde 150 mg PSA (primer sekonder amin), 150 mg C18 ve 900 mg susuz
magnezyum siilfat toz karisimi bulunan 15 mL’lik tiiplere aktarilmistir ve tiipler 1.5 dk elle
calkalanmistir. Tipler, 20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra 0.8 mL
ekstrakt viallere aktarilarak analiz edilmistir.

Kavanoz mamalarimin ekstraksiyon agamasi i¢in 15 g numune 50 mL’lik santrifiij
tiipiine tartilmistir. Uzerine 15 mL %1°lik asetik asit i¢eren asetonitril ilave edilerek tekrar
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30 s elle ¢alkalanmistir. Daha sonra, 1,5 g susuz sodyum asetat ve 6 g susuz magnezyum
stilfat toz karisimi ilave edilmistir ve 1,5 dk elle ¢alkalanmistir. Tiipler, 20 °C’de 4000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Tiipler santrifiij isleminden sonra -18 °C’de bir gece
bekletilmistir. Ekstraktlarin temizleme asamasi i¢in, 4 mL ekstrakt icerisinde 150 mg PSA,
150 mg C18 ve 900 mg susuz magnezyum siilfat toz karigimi bulunan 15 mL’lik tiiplere
aktarilmistir ve tiipler 1,5 dk elle ¢alkalanmistir. Tiipler, 20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Daha sonra 0,8 mL ekstrakt viallere aktarilarak analiz edilmistir.

3.2.2.2. Hizlandirilmis ¢ozgen ekstraksiyonu

Hizlandirilmis ¢oézgen ekstraksiyonu ASE 350 (Dionex, ABD) cihazi1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Toz lriinlerin ve kavanoz mamalarin ekstraksiyon asamasi i¢in 5 g
numune 10 mL’lik paslanmaz ¢elikten yapilmis ekstraksiyon hiicrelerine tartilmistir. Hiicre
kapaklar1 sik1 bir sekilde kapatildiktan sonra hiicreler cihaza yerlestirilmistir. Ekstraksiyon
isleminde kullanilan parametreler Cizelge 3.2’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. ASE parametreleri

Basing 1500 psi

Sicaklik 70 °C

Cozgen %1 asetik asit/asetonitril:metanol (4:1)
Statik stiresi 5 dk

Yikama (Flush) hacmi %60

Dongii sayisi 3

Ekstraksiyon prosesi 6 asamadan olusmaktadir. Ilk asamada ¢dzgen hiicre igerisine
doldurulmaktadir (1 dk). Ikinci asamada icerisinde &rnek ve ¢dzgen bulunan hiicre
ekstraksiyon sicakligina kadar 1sitilmaktadir (5 dk). Ugiincii asamada statik siiresi boyunca
ornek c¢ozgene maruz kalmaktadir (5 dk). Dordiincli asamada bir sonraki dongiiye
gecmeden Once ayarlanan yikama hacmine bagli olarak belirli miktarda ¢ozgen hiicrenin
altinda bulunan toplama kaplaria bosaltilirken taze ¢dzgen de hiicreye ilave edilmektedir
(10 sn). Besinci asamada ekstraksiyon islemi bittikten sonra hiicrenin igerisindeki ekstrakt
azot gaz1 aracilifiyla toplama kabina iletilmektedir ve sonra ekstraktin toplama kabina
iletildigi hat ¢ozgen ile yikanmaktadir (1 dk). Son asamada sistemin basinci 0 psi’ye
diistiriilerek sistem bir sonraki ekstraksiyon i¢in hazir hale gelmektedir (1 dk).

Toplama kaplarindan 15 mI’lik tiiplere 10 mL ekstrakt aktarildiktan sonra tiipler -18
°C’de bir gece bekletilmistir. Tiipler, +4 °C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra
ekstrakt 0,45 pm’lik naylon filtreden gegirilmistir. Daha sonra 0,8 mL ekstrakt viallere
aktarilarak analiz edilmistir.

43



MATERYAL VE METOT Ulgen ilknur KONAK

3.2.3. Ultra yiiksek performans sivi kromatografisi

Aragtirmada Accela Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak kromatografik ayrim Hypersil Gold aQ (100 mm x 2,1 mm,
1,9 um, Thermo Scientific, ABD) kolonu ile yapilmistir. Hareketli faz bilesimleri asagida
belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra fazlar sonikatdrde 10 dk bekletilmistir (degas).

Hareketli faz (A): 0,5 mM oksalik asit ve 1 mM amonyum format /su
Hareketli faz (B): 0,2 mM oksalik asit/metanol

Kolon akis hiz1 0,5 mL/dk, kolon sicakligr 30 °C ve enjeksiyon hacmi 5 uL’dir.
Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analizin stiresi 10 dakikadir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Hareketli faz oranlari

Dakika A faz1 (%) B faz1 (%)

0 100 0

1 100 0 } Analitlerin tespit edilmesi
6 25 75

6,1 0 100 } Kolonun yikanmasi

8 0 100

9 100 0 } Kolonun sartlandirilmasi
10 100 0

3.2.4. Kiitle spektrometresi

Analizin kiitle spektrometresi ile yapilan kisminda Orbitrap Exactive (Thermo
Scientific, Almanya) cihazt kullanilmistir.  Analizler pozitif iyon modunda
gerceklestirilmistir. Cihazin kiitle kalibrasyonu i¢in kafein (m/z 195), Met-Arg-Phe-Ala
amino asitlerinin asetat tuzu (MRFA, m/z 524) ve Ultramark 1621 (m/z 1022, 1122, 1222,
1322, 1422, 1522, 1622, 1722, 1822) ¢ozeltilerinin karisimindan olusan pozitif iyon mod
kalibrasyon ¢ozeltisi kullamilmistir. Cihazin kalibrasyonu ve ayarlama (tune) islemi
kullanim rehberinde belirtildigi gibi yapilmistir (Anonymous 2009b). Cihazin ayarlama
islemi yapilirken elde edilen ekran goriintiisii Ek-1’de verilmistir. Cihazda Exactive Tune
2.0 ve Xcalibur 2.1 yazilimi kullanilmistir. Analitlere ait kromatogramlar 5 ppm Kkiitle
aralifinda (toleransinda) ve analit kiitleleri virgiilden sonra 5 ondalikli olarak
degerlendirilmistir. Analizérde tespit yapilirken cihazin kontrol panelinde belirtilen tarama
(scan) ve iyon kaynagi (HESI) parametrelerinin degerleri Cizelge 3.4’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.4. Kontrol panelindeki parametrelerin degerleri

Tarama panelindeki parametreler HESI panelindeki parametreler
Tarama aralig1 (m/z) 150-400 Sheath gaz akis hiz1 40
Pargalanma HCD gason Auxiliary gaz akis hizi 10
Coziintirlik Ultra high  Sprey voltaji (kV) 4
Polarite Positive Kapiler sicaklig1 (°C) 250
Mikrotarama 1 Kapiler voltaj1 (V) 60
Kilit kiitle Off Tube lens voltaji (V) 120
AGC* Balanced Skimmer voltaj1 (V) 20
Maksimum enjeksiyon siiresi (ms) 20 Isitic1 sicakligi(°C) 350

*Ultra high (100000)
*Automatic gain control (1x10°%)

3.2.5. Metot validasyonu

Metot validasyonu, Avrupa Birligi Komisyon Karari’na (No:2002/657/EC) uygun
olarak yapilmistir (Anonymous 2002).

3.2.5.1. Dogrusallik ve 6lciim arahig:

Olgiim araliginin belirlenmesi, metodun uygulama araliginin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Dogruluk ve kesinlik calismalar1 bu araligi kapsayacak konsantrasyonlarda
yapilmaktadir. Dogrusallik, kalibrasyon egrisinde Olgiilen analit konsantrasyonunun ve
6l¢iim cihazindan elde edilen yanitin dogru orantili olarak goriildiigii araliktir. Her bir analit
icin matriks uyumlu kalibrasyon grafigi alt1 farkli konsantrasyonda (0, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5
ng/kg) hazirlanmis ve her bir konsantrasyon igin iki tekrarli okuma yapilmistir. Elde edilen
sonuglarin dogrusallig1, korelasyon katsayisinin karesi (%) hesaplanarak degerlendirilmistir.

3.2.5.2. Secicilik

Secicilik, analiz i¢in uygulanan metodun, analiti 6rnek matriksindeki diger
bilesiklerden ayurt edebilme yetenegidir. Segicilik, kor numunelerin ve belirli
konsantrasyonda analitleri iceren zenginlestirilmis numunelerin analizi sonucunda elde
edilen kromatogramlarin karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Kromatogramlarda analitlerin
alikonma zamanlarinda olast girisim unsurlarinin olup olmadigr kontrol edilmistir
(Kaklamanos vd 2013).

3.2.5.3. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Tespit limiti, zemin giiriiltiistinden farkli olarak tespit edilebilen fakat degeri tam
olarak oSlgiilemeyen en diisiik analit konsantrasyonudur. LOD’nin belirlenmesi i¢in 6rnek
korti  lizerine  antibiyotik  standart  karigimindan  cihazda  goriilebildigi  ve
tekrarlanabilirliginin yapilabildigi en diisiik konsantrasyonda analitler ilave edilerek ayni
giin icerisinde 10 ayr1 analiz yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen degerlerin
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standart sapmas1 hesaplanmis ve bu degerin 3 kati LOD degeri olarak belirtilmistir. Tayin
limiti ise, kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte Olcililebilen en diisiik analit
konsantrasyonudur. LOQ, LOD’nin tespit edilmesi i¢in yapilan analizler sonucunda
hesaplanan standart sapmanin 10 kati alinarak belirlenmistir.

3.2.5.4. Dogruluk ve kesinlik

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen verilerin ger¢ek degere; kesinlik ise 6lgiim
sonuglarinin birbirine yakinligimmi ifade etmektedir. Dogruluk, laboratuvar 6rneklerinin
dogrusal araliktaki belirli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2.5 pg/kg) standart maddeler ile
zenginlestirilerek yapilan geri kazanim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen degerler; kesinlik
ise elde edilen bu degerlerin bagil standart sapmas1 (%RSD) ile degerlendirilmistir. Geri
kazanim orani (%R) ve yiizde bagil standart sapma degerleri sirasiyla 3.1 ve 3.2°deki
denklemler kullanilarak hesaplanmistir.

zenginlestirilmis ornegin cihazda belirlenen konsantrasyonu

%R =

x 100 (3.1)

zenginlestirmes Konsantrosy onu

standart sapma

BoRSD =

X 100 (3.2)

ortalame geri kazanim

Kesinligin, tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik olmak tizere 2 ayr1 6l¢iimii
mevcuttur. Tekrarlanabilirlik, ayn1 giin igerisinde 3 farkli konsantrasyonda yapilan ve her
bir konsantrasyonda 6 kez tekrarlanan analiz sonucunda elde edilen degerlerin;
tekrartiretilebilirlik ise, tekrarlanabilirlik ¢alismasinin 3 farkli giinde yapilmasi sonucunda
elde edilen degerlerin bagil standart sapmasi hesaplanarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. UHPLC’de Metot Gelistirme

Metot olusturma asamasi ilk once Ultra Yiiksek Basing Sivi Kromatografi
(UHPLC) kisminda gercgeklestirilmistir. UHPLC’de metot gelistirmenin ilk asamasi
kromatografik modun veya teknigin se¢imidir. Bu c¢alismada ters-faz kromatografi
kullanilmistir. Burada sabit faz apolar, hareketli faz ise polar ozellige sahiptir. Bu
yontem polar ve iyonik analitlerin analizi i¢in olduk¢a uygundur. Literatiirde antibiyotik
analizi i¢in yapilan ¢aligmalarda genel olarak analitlerin ayrimi igin ters-faz
kromatografi uygulanmistir. Kromatografik yontem segildikten sonra analitlerin iyi bir
sekilde ayrimini saglayacak kosullarin se¢imi, metot gelistirmenin diger asamasidir.
Kromatografik ayrimlarda kolon dolgu maddesinin, partikiill boyutunun, kolon
uzunlugunun, akisin gradiyent veya izokratik olmasinin, hareketli fazin akis hizinin,
sicakligin ve enjeksiyon hacminin etkileri vardir (Niessen 2006).

Ters-faz kromatografide analitin iki faz arasindaki dagilimi, analitin polaritesine
baglh olarak adsorpsiyon-desorpsiyon seklinde doniisiimlii olarak degismektedir. Sabit
fazin analitlerin tutulmasma ve ayrilmasina etkisinin arastirildigi ¢alismalarda genel
olarak antibiyotiklerin C1g dolgu materyalinin oldugu sabit fazda iyi sonug verdigi tespit
edilmistir (Frenich vd 2014). Bu calismada kullanilan kolonun (Hypersil GOLD,
Thermo Scientific, ABD) 6zelligi, 18 karbonlu hidrokarbondan (Cis) olusan apolar sabit
faz lizerine polar bilesiklerin ilave edilmesidir (endcapped). Boylece polar bilesiklerin
tutulmasinda daha yiiksek verim elde edilmesine ilave olarak bu 6zellikteki bilesiklerin
kuyruk olusumu 6nlenmekte ve diizgiin pik sekilleri elde edilmektedir. Ayrica analizde
yiiksek oranda su fazi igeren hareketli fazlarin (%100’e kadar) kullanimina olanak
saglamaktadir. Bu kolon ile en fazla 1250 bar basingta, 60 °C sicaklikta ve pH 2-9
araliginda calisgilmaktadir (Anonymous 2013). LC’de metot gelistirme asamasinda
kullanilan hareketli faz bilesimi, akis hiz1 ve kolon sicaklig1 parametrelerinin degerleri
kolonun bu ozellikleri dikkate alinarak belirlenmistir. Literatiir ¢alismalarinda kolon
partikiil capinin azaltilmasinin (<2 um), kolon etkinligini arttirarak piklerin daha keskin
ve simetrik olmasini sagladig1 belirlenmistir. Ayrica yapilan bir ¢aligmada, 50 ve 100
mm uzunlukta ayni dolgu materyaline (Cig) sahip iki kolonun ayirma kapasitesi
incelendiginde, 100 mm uzunlugundaki kolon ile daha iyi sonuglarin elde edildigi tespit
edilmistir (She vd 2010).

Hareketli faz kromatografik ayrimin iyi bir sekilde saglanmasi i¢in onemlidir.
Bu duruma ilave olarak, analit iyonizasyonu ve Kkiitle spektrometresinin duyarlilig
acisindan da analizde etkili olmaktadir (Blasco ve Picé 2007). Kromatografik
ayrimlarda kullanilan hareketli fazin se¢iminde viskozite onemli bir parametredir.
Diistik viskoziteli sivilar belirli akis hizinda yiiksek viskoziteli sivilara gére daha diisiik
basing olusturmaktadir. Stvi kromatografisinde yaygin olarak kullanilan su, metanol ve
asetonitrilin viskoziteleri sirasiyla 1, 0.6 ve 0.37 mPA.s’dir. Suyun viskozitesi baz
alinarak, 1’den biiyiik viskozite degerine sahip sivilar sistemde yiiksek basinca neden
olduklarindan dolay1 sivi kromatografisi i¢in uygun degildir (Meyer 2010). Hareketli
fazin akis hizinin belirlenmesinde pik seklinin ve sinyal seviyesinin (NL) yanisira fazin
sistemde olusturdugu basing da goz dnilinde bulundurulmustur.
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Analizde hareketli faz ic¢in kullanilacak organik sivilar belirlendikten sonra
kromatografik ayrimda gradiyent veya izokratik eliisyondan hangisinin kullanilacag
belirlenmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde gradiyent eliisyonun
izokratik eliisyona gore analit ayrimlarinda daha verimli oldugu belirlenmistir (Wang vd
2006). Bu yiizden, bu ¢alismada gradiyent eliisyon kullanilmistir. Analizde gradiyent
elisyon kullanildiginda su-organik faz oranlari iyonizasyonda olduk¢a oOnemlidir.
Organik sivilarin ESI’de iyonizasyonu iletkenliklerine ve yiizey gerilimlerine baglh
olarak azalmakta veya artmaktadir. Yiizey gerilimi yiliksek olan sivilarin iyonizasyonda
stabil sprey olusturmasi ve yiiklii damlaciklardan buharlagarak uzaklasmasi oldukga zor
olmaktadir. Bu yiizden, yiizey gerilimi metanol veya asetonitrile gére daha yiiksek olan
suyun hareketli fazda %70-80 oranindan fazla kullanilmasi duyarliligi azaltmaktadir.
Ancak, yiiksek oranda organik faz kullanilmasi da duyarliligin azalmasina neden
olmaktadir. Ciinkii saf organik coziiciilerin iletkenlikleri oldukca diisiiktiir. Hareketli
fazda belirli oranlarda suyun kullanilmasi damlacik olusumunu iyilestirmektedir
(Blasco ve Pico 2007). Bu calismada kullanilan hareketli faz oranlar1 bu bilgiler dikkate
alinarak belirlenmistir. Ayrica ters-faz kromatografide baslangic profili genel olarak
%90’1n lizerinde su fazi ile baslayip zamanla eliisyon asetonitrilin veya metanoliin
gradiyent olarak su fazi ile karigmasi ile devam etmektedir (Wang ve Turnipseed 2012).

Siilfonamid grubu antibiyotikler amfoterik yapida bilesikler olduklarindan dolay1
pH degerinin disiik oldugu kosullarda bilesik molekiiler formundan katyonik (+)
formuna, pH degerinin yiikksek oldugu kosullarda ise anyonik (-) formuna
doniismektedir (Carda-Broch ve Berthod 2004). Hareketli faz ile iliskili olarak pik
seklini ve/veya kiitle spektrometresi kisminda analitin iyonizasyonunu iyilestirmek
amaciyla hareketli faz asetik asit, formik asit, amonyum asetat ve amonyum format gibi
katkilar ilave edilerek hazirlanmaktadir (Frenich vd 2014). Asetik asit (CH3COOH) ve
formik asit (HCOOH) bu amagcla en yaygin kullanilan diisiik molekiil agirlikli, ugucu
organik asitlerdir ve hareketli fazda genel olarak %0,1-0,3 konsantrasyon araliginda
bulunmaktadir. Bu asitlerin yaygin kullanilmasinin baslica 2 sebebi vardir. Bunlardan
birincisi, birgok kromatografik ayrimin analit tutulmas: ve pik sekli agisindan asidik
kosullarda daha iyi gerceklesmesidir. Ikincisi ise bircok kiitle spektrometresi
Ol¢limiiniin pozitif iyon modunda yapilmasidir. Bu asitler pozitif modda molekiillere
proton ilavesi sonucunda molekiiler iyon [M+H]* olusmasina olanak saglamaktadir
(Emmert 2006). Asitlerin yanisira, analitlerin asitlere duyarli oldugu veya diisiik pH’da
ayriminin saglanamadigr ve nétral kosullarin gerekli oldugu durumlarda bu asitlerin
yerine amonyum asetat (CH3COONHa) ve amonyum format (HCOONH4) gibi ugucu
tuzlar1 hareketli faza ilave edilmektedir. Ancak asitlerle kiyaslandiginda bu tuzlarin
kullaniminda bazi sinirlamalar mevcuttur. Bunlardan bir tanesi bu tuzlarin organik
coziiclilerde ¢Oziiniirliigiiniin - diisiik olmasidir; digeri ise gradiyent akista pH
degisimlerine neden olmasidir. Bu tuzlarin suda ¢6ziiniirliigii oldukca iyidir, metanolde
orta diizeyde ve asetonitrilde ise oldukca disiiktiir. Bu Ozellikleri hareketli fazin
asetonitril se¢ildigi kosullarda sistemde sorunlara neden olmaktadir (Emmert ve Leitner
2006). Genel olarak ESI sisteminin kullanildigir durumlarda bu tuzlarin en fazla 10 mM
konsantrasyonda kullanilmalar1 iyonizasyon kaynagimin etkinligi agisindan 6nemlidir

(Kromidas 2008).

Kromatografide yaygin olarak kullanilan organik asitlerin veya tuzlariin
yanisira oksalik asidin (H2C204) de hareketli faza ilave edildigi ¢alismalar literatiirde
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mevcuttur. Bu ¢alismalardan bir tanesinde ette farkli gruplardaki antibiyotik analizinde
sulu hareketli faza formik asite (%0,2) ilave olarak 0,1 mM oksalik asit ilave edilmistir
(Granelli vd 2009). Koesukwiwat vd (2007) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise
siitte farkli grup antibiyotiklerin analizinde iki hareketli fazda 1 mM oksalik asit
kullanilmistir. Genel olarak oksalik asidin diisiik uguculuk 6zelliginden dolayr ESI-MS
sistemlerinde hareketli faza ilave edilmesi tercih edilmemektedir. Ancak bu asidin
diisiik konsantrasyonlarda ve spreyin dogrudan analizoriin girisi ile aym1 dogrultuda
tutulmadigr durumlarda kullanilmasi ile rutin analizlerde iyon kaynaginin tikanmasi
engellenebilmektedir.

Bu kisimda akis hizi, kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi degerlerinin
belirlenmesinin yanisira su ve sivi faz olmak iizere iki hareketli fazin bilesimindeki
degisimlerin analitlerin cihazda gosterdigi sinyal biiyiikliigii izerine etkisi incelenmistir.
Analitlerin 5 ppm’lik standart karisimi1 metanol ile 100 ppb’ye seyreltilmistir. Analizler
bu konsantrasyonda yapilmistir. UHPLC cihazinda metot gelistirme asamasinda
baslangi¢ parametreleri olarak Granelli vd (2009) tarafindan LC-MS/MS cihazi
kullanilarak gelistirilen hareketli faz bilesimleri, akis hizi, kolon sicakligi1 ve enjeksiyon
hacmi degerleri baz alinmistir. Bu degerler; hareketli faz (A) 0,1 mM oksalik asit/su
(pH:3,89), hareketli faz (B) %0,2 formik asit/MeCN (pH:2,50), kolon akis hiz1 0,3
mL/dk, kolon sicakligi 40 °C ve enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Kiitle spektrometresinde
kullanilan parametreler ise sheath gaz akis hizi 50 birim, auxiliary gaz akis hizi 20
birim, sprey voltaj1 4 kV, kapiler sicaklii 275 °C, kapiler voltaji 60 V, tube lens voltaji
120 V, skimmer voltaji 20 V ve 1sitict (heater) sicakligi 350 °C’dir.

4.1.1. Akis hizim belirlemek icin yapilan analizlerin sonug¢lari

Calisma kapsaminda kullanilan her bir antibiyotigin farkli akis hizlarinda (0.3,
0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8 mL/dk) belirlenen sinyal seviyeleri ve pik sekilleri tespit
edilmistir. Literatiirde genel olarak iyonizasyon veriminin akis hizi diistiik¢e arttigi
belirtilmektedir. Bu artisin baslica nedeni ise diisiik akis hizinda spreyde daha kiiciik
yiiklii damlaciklarin olusmasidir. Bu damlaciklardan ¢6ziicliniin uzaklagsmasi daha kolay
oldugu i¢in analizoére giren yiikli partikiillerin miktar1 artmaktadir (Page vd 2007).
Yapilan bu ¢alismada analitlerin sinyal seviyelerinin yiiksek akis hizinda (0,7 ve 0,8
mL/dk) diistiigii tespit edilmistir. Akis hiz1 ayn1 zamanda analitlerin kolonda etkili bir
sekilde ayrimi1 ve keskin pik sekillerinin elde edilmesi agisindan da Onemlidir. Pik
seklinin diizgiin olmast miktar belirleme c¢aligmalarinda dikkate alinmaktadir.
Kromatografide ideal kosullarda pik sekilleri genellikle Gaussian egrilerine
benzemektedir ve simetriktir. Ancak ¢alisma sirasinda bircok pikin 6niinde (fronting)
genisleme veya arkasinda kuyruk (tailing) olusumundan dolay1 simetrik olmadigi
gozlemlenmistir. Kolonda meydana gelen bant genislemesi analitlerin kolonda kalma
stiresi ve hareketli fazin akis hiz1 ile baglantilidir. Pikin arkasinda olusan kuyruk analitin
sabit faz ile arasindaki adsorpsiyon, Oniinde olusan genisleme ise kolonun fazla
yiiklenmesi veya analitin kolondaki kimyasal reaksiyonu sonucunda olusmaktadir
(Dong 2006). Sekil 4.1-4.16 incelendiginde diisiik akis hizlarinda (0,3 ve 0,4 mL/dk)
Ozellikle siilfadiazin, siilfamerazin, siilfapiridin ve siilfatiazol analitlerinde piklerin
Oniinde genisleme veya arkasinda kuyruk olusumu belirlenmistir. Diislik akis hizlarinda
bu analitlerin piklerinin genis olmasi sabit faz ile daha fazla etkilesime girdiklerini
gostermektedir. Ayrica kromatogramda yanyana pik veren siilfametoksipiridazin ve
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siilfamonometoksin analitlerinin ayrimi akis hizi diistiik¢e kotiilesmektedir (Sekil 4.12).
Sonuglar incelendiginde 0,6 mL/dk akis hizinin hem analitlerin vermis oldugu sinyal
seviyesi hem de pik sekilleri agisindan en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. N-asetilsiilfadiazin igin farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.2. N-asetilsiilfamerazinigin farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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100
50

0
100

50

0
100

50

0
100

50

Relative Abundance

0
100

50

0
100

50
0

5.21

1.78 8.49

NL: 1.38E6

Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk

464

1.37

NL: 1.12E6

Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400uL/dk

NL: 9.53E5
Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]

MS 100ppb_500pL/dk
0.84 PPb_SB0H

fooclened e b d ol

2.21 2.53 4.26 5.85

NL: 8.77E5

Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk

3.80
[l

I
1.06 114.25 4.73

NL: 8.46E5
Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700pL/dk

3.68

3.90

NL: 8.04E5

Base Peak m/z= 321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

(=)

Time (min)

Sekil 4.3. N-asetilsiilfametazin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.4. N-asetilsiilfametoksazol i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.5. N-asetilsiilfapiridin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02SM: 9G

100
50

NL: 4.15E5

Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk

0
100

50

5.00

5.22

NL: 4.17E5

Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400puL/dk

0
100

50

NL: 3.72E5
Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_500uL/dk

0

Relative Abundance

NL: 3.46E5

Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk

0
100

50

NL: 2.92E5
Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1.1} + p ESI Full ms [150.00-400.001
MS 100ppb_700pL/dk

0
100

50

%
%
2]
%
%

NL: 2.41E5

Base Peak m/z= 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

0 e e et e

0

Time (min)

10

Sekil 4.6. Stilfakloropiridazin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.7. Siilfadiazin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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Sekil 4.8. Siilfadimetoksin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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MS 100ppb_600uL/dk

NL: 1.29E6

Base Peak m/z= 265.07404-265.07670 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700uL/dk

NL: 1.17E6

Base Peak m/z= 265.07404-265.07670 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

Sekil 4.9. Siilfamerazin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100 528

50
3.20 5.65 6.82

NL: 1.70E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk

0

100 4.66

a
o

5.10 550 6.31

NL: 1.98E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400uL/dk

iy
o

S o
>
N
~

a
o
b

|

0.17 | \461 511

9.02

NL: 2.13E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_500uL/dk

4.00

iy
o
o

Relative Abundance
o
o o

il

4.48 4.86

NL: 2.19E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk

o o

3.7\7

50

177 284 |\ 407 457

NL: 2.13E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700uL/dk

100 3.62

50

NL: 2.07E6

Base Peak m/z= 279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

0 \\\\\\\\\\\\\\\\\\\4‘\0}\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

10

o

Time (min)

Sekil 4.10. Siilfametazin i¢in farkl akis hizlarina ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

100
50

5.76

4.78 6.28

7.77 8.38

NL: 5.18E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk

0
100

50

0.54

2.37

4.20 5.64 596 6.61

NL: 5.50E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400uL/dk

0
100

50

0.54

2.08 2.63

I
3.82 J14.96  6.45 6.79 7.14

NL: 5.34E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_500uL/dk

0
100

50

Relative Abundance

frone el bl

0.66

4.44

3.55 4.89 6.06 646 7.56

NL: 4.49E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk

0
100

50

0.21

217

3.31 /1464 5.40

6.61 7.35

NL: 4.07E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700uL/dk

9.98

0
100

50

0

3.
TT T T [ T T T T [T T T T[T T T T[T T T T [T T T[T

4.04

4.23 5.10 5.55 6.92

NL: 3.71E5

Base Peak m/z= 254.05812-254.06066 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

o

5
Time (min)

10

Sekil 4.11. Siilfametoksazol i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

100
50

5.30 5-50

5.79 6.32  7.66 8.21

0
100

50

0.74

4.72 489

517 6.10 6.81 7.93

0
100

50

433
I

il

0
100

Relative Abundance

50

oo beend b bl

0.54

K‘\
)V14.96 561 658 7.17 8.23
4.05
4.23

4.62 5.22 5.90 7.63 7.99

0
100

50

400

I
[l
I

|

|I\4.47 565 6.47 6.85 7.48

0
100

50

3.69
3.86

4.18 4.62 6.11 6.93

0

o

Sekil 4.12. Siilfametoksipiridazin-Siilfamonometoksin i¢in farkli akis hizlarina

L B L O B B O B
2 9

5 6 7
Time (min)

kromatogramlar
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NL: 1.26E6
Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk

NL: 1.41E6

Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400uL/dk

NL: 1.49E6

Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_500pL/dk

NL: 1.47E6

Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk

NL: 1.41E6

Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700uL/dk

NL: 1.39E6

Base Peak m/z= 281.06888-281.07170 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

ait



BULGULAR VE TARTISMA Ulgen Ilknur KONAK
RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100 5.15 NL: 9.95E5
3 Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
50 3 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
E 542 MS 100ppb_300uL/dk
108 _ 4.57 NL: 1.21E6
] Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
50 3 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
§ 3 MS 100ppb_400puL/dk
£ 0 419 NL: 1.27E6
S [ Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
2 g5 i FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
< I MS 100ppb_500uL/dk
9 0 ) \4.48
= 100 3.93 NL: 1.26E6
© Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
x5 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600uL/dk
0 4.58
100 3.72 NL: 1.06E6
i Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
50 3“ FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
; 258 | l391 MS 100ppb_700puL/dk
100 3.58 NL: 9.30E5
Base Peak m/z= 268.07370-268.07638 F:
50 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
aalla 777 MS 100ppb_800puL/dk
[ e e s B B B B B B
0 4 8 10
Time (min)

Sekil 4.13. Siilfamoksol igin farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100

50
0.75

4.94

5.42

NL: 7.73E5

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300pL/dk

0
100

1.77

4.82 5.23

NL: 1.03E6

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_400uL/dk

3 1.96

4.00
I

|

) 1450

NL: 1.16E6

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_500uL/dk

Relative Abundance
a
o
Ll

3.72

4.11 4.50 5.88 6.64

7.82

NL: 1.19E6

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_600pL/dk

)!3.95 486 581

NL: 1.14E6

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_700uL/dk

3.36

370 444

NL: 1.11E6

Base Peak m/z= 250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_800uL/dk

0: T \0\7\8\
1

2

3 4 5
Time (min)

8

10

Sekil 4.14. Siilfapiridin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

56



BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

6.13 NL: 7.28E5
1003 Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
50 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
NE 717 841 913 9.44 MS 100pPD_300uL/dk
- 553 NL: 6.95E5
1003 Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
503 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
§ 1121183233 652702 802834016 o 100pPD_400uL/dk
g . 514 NL: 6.58E5
= | Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
3 s l FTMIS (1.1) % p ES! Ful ms [150.00-400.00]
e 2.28 3.09 | 611672 777 860  ggp S 100PPD_S00uL/dK
% 100 4385 NL: 6.02E5
° Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
& 50% FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
5 10 5 70 70 817 MS 100ppb_600pL/dk
100 462 NL: 5.73E5
“ Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
50 | FTMIS (1.1} 4 p ES! Ful ms [150.00-400.00]
0 382 || 554 714 828 934 S 100pPD_700
I~ 4.47 NL: 5.37E5
Base Peak m/z= 301.07386-301.07688 F:
50% }\ FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
131 /| 539 638 757 8.99 MS 100ppb_800uL/dk
[ o e e B B B B B B R
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.15. Siilfakinoksalin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

491 NL: 2.71E5
100 Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
50 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
MS 100ppb_300uL/dk
0 0.22 0.78 1.64 2.35 6.90
B 4.34 NL: 3.28E5
100 3 Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
50 3 FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
B MS 100ppb_400uL/dk
® o4 0.14 0.93 1.76 3.84 4.87 5.29 6.28 6.70
g 100 3.?7 NL: 3.26E5
_‘g E J“\ Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
S 507 [l FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
a B [ MS 100ppb_500pL/dk
< 03 0.27 124 3.59 | 1441 4.73 6.20 7.07
2 100 3.69 NL: 3.18E5
K Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
T 50 % FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
14 MS 100ppb_600uL/dk
0.39 1.12 3.24 4.34 5.37 6.10 7.13 9.91
0 3.48 NL: 2.92E5
100 “ Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
50 [l FTMS {1,1} + p ESI Full ms [150.00-400.00]
A MS 100ppb_700uL/dk
0.06 1.02 1.37 3.16 | |3.80 4.78 5.29 589 6.85 9.84
0 3.33 NL: 2.83E5
100 Base Peak m/z= 256.01961-256.02217 F:
50 [ FTMS {1,1} +p ESI Full ms [150.00-400.00]
| MS 100ppb_800uL/dk
0.21 0.82 2.95 } K3.77 4.65 5.10 6.13 6.60 9.77
{0 B s S L e e B
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Sekil 4.16. Siilfatiazol i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
4.1.2. Kolon sicakhigini belirlemek i¢in yapilan analizlerin sonuclari

Hareketli faz akis hizi 0,6 mL/dk olarak belirlendikten sonra farkli kolon
sicakliklarinin (20, 30, 40 ve 50 °C) sinyal seviyesi ve pik sekli iizerine etkisi
incelenmistir. Kolon sicakligr analit ile durgun faz arasindaki etkilesimi, hareketli fazin
viskozitesini ve durgun faz yapisinin hareketli faz igerisinde ¢6zlinmesini etkilediginden
dolayr kromatografik ayrimlar iizerine dogrudan etki etmektedir. Kromatografik
analizde yiiksek sicakliklarin kullanilmasi sicakliga duyarli bilesiklerin yapisinin
olumsuz etkilenmesine neden oldugu gibi hareketli fazda baloncuk olusumuna ve
kromatogramda hayalet veya negatif piklerin gériinmesine de neden olmaktadir.
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

Bunlara ilaveten sicaklik artis1 pik ¢oziiniirliigiini diigirmektedir. Ayrica 50
veya 60 °C’nin lizerindeki sicakliklarda sabit fazin yapisinda ¢éziinmeler olabilmekte
ve buna bagli olarak kolonun kullanim 6mrii azalmaktadir (Kromidas 2000). Sekil 4.17-
4.32 incelendiginde sicaklik artisinin analitlerin sinyal seviyesini diisiirdiigli ve 6zellikle
stilfadiazin, siilfamoksol, siilfapiridin ve siilfatiazol analitlerinin kromatogramdaki pik
sekillerinin 40 °C’de ve iizerinde bozuldugu tespit edilmistir. Stilfametoksipiridazin ve
siilfamonometoksin piklerinin ayrimi da sicaklik arttikga azalmaktadir (Sekil 4.28).
Kolon sicakliginin artist analitlerin eliisyonunu hizlandirmasina ragmen ayirma
etkinliginin diismesine neden olmustur. Analiz sonuglari incelendiginde 20 veya 30 °C
sicakliklarda yapilan anlizlerin hem sinyal seviyesi hem de pik sekli agisindan en iyi
sonuglar1 verdigi tespit edilmistir. Analitler 30 °C’de kolonda daha erken tespit edildigi

icin analiz stiresini kisaltmak amaciyla bu sicaklikta analizlere devam edilmistir.

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

3.90 NL: 2.51E5
100 7 Base Peak m/z=
3] 293.06882-293.07176 F: FTMS
] {1,1} +p ESI Fullms
50 7 [150.00-400.00] MS
q 100ppb_20°C
h 5.22 9.52
. 377 NL: 2.45E5
B Base Peak m/z=
P 293.06882-293.07176 F: FTMS
2 bl {1,1} + p ESI Full ms
8 507 [150.00-400.00] MS
5 ] 100ppb_30°C
2,1 4.76 5.82
) 3.69 NL: 2.43E5
'% 1007 I\ Base Peak m/z=
s 7 [l 293.06882-293.07176 F: FTMS
o B I {1,1} + p ESI Full ms
50 7 | \ [150.00-400.00] MS
] [ 100ppb_40°C
B | 13.90 521  6.15 7.42
103 - 358 NL: 2.21E5
— Base Peak m/z=
] 293.06882-293.07176 F: FTMS
50 {1,1} +p ESI Full ms
] [150.00-400.00] MS
q 100ppb_50°C
o. . 5.26
0 Tr 11 [T T 1T [T T T T[T 1 T T [ T T 1T T T 1T T T 1 T T T T T 1T 1T T 1T T 1 rTrrr]
0 1 4 5 8 10
Time (min)

Sekil 4.17. N-asetilsiilfadiazin i¢in farkl sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.00 NL: 3.55E5
100 7 Base Peak m/z=
] 307.08440-307.08748 F: FTMS
] {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
1 1.53 4.29
0~ 3.88 NL: 3.52E5
100 Base Peak m/z=
] 307.08440-307.08748 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 [150.00-400.00] MS
B 100ppb_30°C
3 o
e 7~ 3.83 NL: 3.43E5
.‘g 100 73 ““\‘ Base Peak m/z=
c ] Il 307.08440-307.08748 F: FTMS
32 7 I (1,1} +pESI Full ms
< 507 [ [150.00-400.00] MS
Q0 b | \ 100ppb_40°C
g o1 | l4a00 512
D, 373 NL: 3.23E5
100 7 Base Peak m/z=
] 307.08440-307.08748 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
0 T T T T [ 1T T T T 1T 117 T rTrT 11 11T T T[T T T T[T T I 1T T 11T rrrJ

Time (min)

10

Sekil 4.18. N-asetilsiilfamerazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.08 NL: 5.55E5
100 73 Base Peak m/z=
] 321.09998-321.10320 F: FTMS
T {1,1} +p ESI Fullms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
o] 4.47
- 4.00 NL: 5.43E5
) 100 7 Base Peak m/z=
e ] 321.09998-321.10320 F: FTMS
Kt B {1,1} + p ESI Full ms
£ 507 [150.00-400.00] MS
a ] 100ppb_30°C
< o 9.33
2100 3.9 NL: 5.60E5
(_‘E - ‘H Base Peak m/z=
9] 7 I 321.09998-321.10320 F: FTMS
ox E i {1,1} +p ESI Full ms
50 7 i [150.00-400.00] MS
] “ \ 100ppb_40°C
| J
100 - 388 NL: 6.27E5
- Base Peak m/z=
] 321.09998-321.10320 F: FTMS
N {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
E 0.98 4.25
0 T T T T 1 T T T T [T T T T T T T T 1T [T T T T [ T T T T [ T T T T 1 T T T T [ T T T T [T T T 1]
10
Time (min)

Sekil 4.19. N-asetilsiilfametazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

471 NL: 3.03E5
100 Base Peak m/z=
3] 296.06847-296.07143 F: FTMS
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
4 056 3.87 5.67 6.06 8.05
s 0~ 457 NL: 3.01E5
00 7 Base Peak m/z=
3] 296.06847-296.07143 F: FTMS
= {1,1} + p ESI Full ms
g 507 [150.00-400.00] MS
= ] 100ppb_30°C
g 1 3.75
s, 0~ 7.46 NL: 2.99E5
2 100 3 0 Base Peak m/z=
° ] \ “ 296.06847-296.07143 F: FTMS
= N | {1,1} + p ESI Full ms
& 507 \ \ [150.00-400.00] MS
g ] | 100ppb_40°C
1 1.70 365 | a7
0~ 2.32 NL: 2.99E5
100 7 Base Peak m/z=
3] 296.06847-296.07143 F: FTMS
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
q 100ppb_50°C
1 0.88 3.56 .
0 T T T [T T T[T T T 1T rrrr 7 rrrr [ rr i r [T T T rrrrJrrrrJ
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.20. N-asetilsiilfametoksazol i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

3.95 NL: 4.17E5
100 7 Base Peak m/z=
] 292.07358-292.07650 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
10.14 4.78 579 621 7.64 7.77 7.95 892 9.76
0 _ 3.86 NL: 4.14E5
100 7 Base Peak m/z=
N 292.07358-292.07650 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
b 100ppb_30°C
3 ] 4.62 5.79 6.22 7.50 7.70 7.84 9.19 9.58
s 108 B 3.79 NL: 3.98E5
B B f Base Peak m/z=
5 ] [\ 292.07358-292.07650 F: FTMS
2 b [ {1,1} +p ESI Full ms
o 07 | “ [150.00-400.00] MS
2 3 M 100ppb_40°C
g 0 | | 455 487 592 7.36 764 7.86 894 9.72
@ _ 3.68 NL: 3.65E5
100 7 Base Peak m/z=
] 292.07358-292.07650 F: FTMS
. {1,1} + p ESI Fullms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
1 3.13 441 518 561 6.64 7.57 7.99 9.26 9.66
0 LI L O N I Y I O |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.21. N-asetilsiilfapiridin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

[150.00-400.00] MS
100ppb_30°C

4.46 NL: 2.32E5
100 7 Base Peak m/z=
7 285.01932-285.02218 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
n 3.02
0~ 429 NL: 2.18E5
100 73 Base Peak m/z=
7 285.01932-285.02218 F: FTMS
50 {1,1} +p ESI Full ms

o

4.16 NL: 2.10E5

i Base Peak m/z=

I 285.01932-285.02218 F: FTMS
[ {1,1} +p ESI Full ms

I [150.00-400.00] MS
100ppb_40°C

100

Relative Abundance
ol
o
T |

[N
o

4.01 NL: 1.93E5

Base Peak m/z=
285.01932-285.02218 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_50°C

o o

a
o

0 L e e e e e e B e B S

9 10
Time (min)

Sekil 4.22. Siilfakloropiridazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

3.63 NL: 5.34E5
100 3 Base Peak m/z=
] 251.05846-251.06098 F: FTMS
1 {1,1} + p ESI Full ms
50
_ [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
o B 2.91 3.86 4.79 6.84
100 3.50 NL: 4.87E5
B Base Peak m/z=
7 251.05846-251.06098 F: FTMS
B {1,1} + p ESI Full ms
50
4 [150.00-400.00] MS
b 100ppb_30°C
-10.09 4.48 7.29

NL: 3.83E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_40°C

[y
o
o o

Relative Abundance
(42
o
Ll

4.90 6.53
0 NL: 2.88E5
100 7 Base Peak m/z=
3 251.05846-251.06098 F: FTMS
B {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
E 1.66 2:20 2:44 .
0 L B B B B B B B B BN ELE B B U U U L L S B
9 10
Time (min)

Sekil 4.23. Siilfadiazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.97 NL: 2.06E6
100 Base Peak m/z=
] 311.07929-311.08241 F: FTMS
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
7] 100ppb_20°C
1 532 579  6.81 8.66
L 0~ 282 NL: 1.95E6
00 7 Base Peak m/z=
] 311.07929-311.08241 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 5 [150.00-400.00] MS
® ) 100ppb_30°C
e 44 5.25 5.64
a B 4.71 NL: 1.95E6
g 100 7 ﬁ Base Peak m/z=
3 ] [l 311.07929-311.08241 F: FTMS
< I (1.1} +p ESI Full ms
o 50 7 [l [150.00-400.00] MS
E ] ‘\ | 100ppb_40°C
T | \5.14 582 6.93  7.66
@ _ 455 NL: 1.87E6
100 7 Base Peak m/z=
] 311.07929-311.08241 F: FTMS
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
1 489 578
0 LI O N I I I O Y I O O O
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.24. Siilfadimetoksin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

NL: 1.05E6

Base Peak m/z=
265.07404-265.07670 F: FTMS
{1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20°C

100 3.88
50
0 ] 4.64 5.68
100 s
50

NL: 9.99E5

Base Peak m/z=
265.07404-265.07670 F: FTMS
{1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_30°C

8 5 4,07 457 557 6.00 7.11
c 3.70 NL: 9.53E5
§100 7 i Base Peak m/z=
S 7 I 265.07404-265.07670 F: FTMS
2 b I {1,1} + p ESI Full ms
S 207 [ [150.00-400.00] MS
2 7 || 100ppb_40°C
8 A | 1400 489
2 108 B 3.59 NL: 7.98E5
B Base Peak m/z=
3 265.07404-265.07670 F: FTMS
B {1,1} + p ESI Fullms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
10.02 3.18 .08 .93 7.
0 rr T T 1 rrrrrrrrJrrrrJrrrr [Tt [T T T[T T T rrrrj
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Sekil 4.25. Siilfamerazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.07 NL: 1.59E6
100 7 Base Peak m/z=
3 279.08962-279.09242 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
E 443 515 572
0~ 3.97 NL: 1.54E6
100 7 Base Peak m/z=
3 279.08962-279.09242 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_30°C
3 -0.09 1.37 3.80 | |4.30 4.71
5.0° 3.03 NL: 1.50E6
-8 100 3 \‘A\ Base Peak m/z=
3 3 Il 279.08962-279.09242 F: FTMS
< B [ {1,1} +p ESI Full ms
o 507 I [150.00-400.00] MS
2 B [ 100ppb_40°C
3 0 | \4.27 4.96
@ B 3.84 NL: 1.51E6
100 7 Base Peak m/z=
3 279.08962-279.09242 F: FTMS
i {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
1 100ppb_50°C
1 0. 3.66 | |4.11 4.83
0 rr T T 1 rrrrrrrrJ7rrrr 1 rrrr [ 1T rr [T T T[T T T rrrrj
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.26. Siilfametazin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

461 NL: 3.18E5
100 7 Base Peak m/z=
] 254.05812-254.06066 F:
. {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
1 067 3.65 4,89 5.32 5.86 7.43
108 B 741 NL: 3.09E5
(0] B Base Peak m/z=
e ] 254.05812-254.06066 F:
8 b {1,1} + p ESI Full ms
c 50 [150.00-400.00] MS
3 ] 100ppb_30°C
< 4 o7 3.52 464 512 6.13 6.49
$C 427 NL: 3.09E5
kS 4 i Base Peak m/z=
o] ] I 254,05812-254.06066 F:
x [ {1,1} +p ESI Full ms
50 7 N [150.00-400.00] MS
q | \ 100ppb_40°C
{022  1.23 2.87 347 | | 454 529 582 6.58 7.03
0~ 711 NL: 2.96E5
100 7 Base Peak m/z=
] 254.05812-254.06066 F:
q {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
H0.14 2.99 3.27 434 533 571 6.29 6.70
0 LI N L I B B B B
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.27. Siilfametoksazol i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.16 NL: 1.22E6
100 Base Peak m/z=
3 4.36 281.06888-281.07170 F:
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
7] 100ppb_20°C
1 4.66 _ 5.60 597 9.65
108 - 2.04 NL: 1.02E6
b 4.22 Base Peak m/z=
] 3 281.06888-281.07170 F:
. {1,1} +p ESI Full ms
50 5 [150.00-400.00] MS
) 100ppb_30°C
2 o 1.21 4.48 5.05 6.64 7.28 9.42
%100 B 394 , NL: 7.68E5
'g — i i - Base Peak m/z=
5 ] “\,h‘ 281.06888-281.07170 F:
< . " {1,1} +p ESI Full ms
o 207 | [150.00-400.00] MS
2 q [ 100ppb_40°C
% oL 068 | \4.46 5.04
@100 - 3.83 NL: 7.06E5
— Base Peak m/z=
] 281.06888-281.07170 F:
] {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
1 2.19 4.27 4.79 7.
0 LI I L L O N I Y I O O |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.28. Siilfametoksipiridazin—Siilfamonometoksin i¢in farkli sicakliklara

kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

4.02 NL: 7.19E5
100 7 Base Peak m/z=
] 268.07370-268.07638 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
B 4.65
0~ 301 NL: 8.37E5
100 7 Base Peak m/z=
N 268.07370-268.07638 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
° b 100ppb_30°C
e ,1 4.34 6.33
S 100 — 3.84 NL: 8.89E5
e q f\ Base Peak m/z=
23 ] [\ 268.07370-268.07638 F: FTMS
< B I {1,1} +p ESI Full ms
o 507 [l [150.00-400.00] MS
g N || 100ppb_40°C
5 o1 | \4.04
hasell 3.75 NL: 7.53E5
100 7 Base Peak m/z=
] 268.07370-268.07638 F: FTMS
B {1,1} + p ESI Fullms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_50°C
b 3.47 4.27
0 LI L L N O I Y I O O |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.29. Siilfamoksol i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

3.80 NL: 9.96E5
100 7 Base Peak m/z=
3 250.06322-250.06572 F: FTMS
B {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
] 100ppb_20°C
E 4.09 4.65
o 3.69 NL: 9.35E5
00 7 Base Peak m/z=
3 250.06322-250.06572 F: FTMS
. {1,1} +p ESI Full ms
50 [150.00-400.00] MS
@ ] 100ppb_30°C
2 ;1 4.41
S100 1 3.61 NL: 8.33E5
c - f\ Base Peak m/z=
3 I\ 250.06322-250.06572 F: FTMS
< B I {1,1} +p ESI Full ms
0 50 | [150.00-400.00] MS
2 ] J | 100ppb_40°C
°© 3 ) \3.84 5.29 7.34
e - 351 NL: 6.59E5
100 7 Base Peak m/z=
3 250.06322-250.06572 F: FTMS
i {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
1 100ppb_50°C
0 s e e ey B B s S e e e e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.30. Siilfapiridin i¢in farkl sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

5.00 NL: 3.94E5
Base Peak m/z=
301.07386-301.07688 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20°C

=

o

S
J

50

2.48 5.86 8.19
4.85 NL: 3.86E5
Base Peak m/z=
301.07386-301.07688 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_30°C

100

al
o

5.76 6.75 7.34 7.61 9.06 9.35
4.73 NL: 3.88E5
[l Base Peak m/z=
[ 301.07386-301.07688 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
I [150.00-400.00] MS
I 100ppb_40°C
0.81 2.31 2.76 3.95 || 5.71 7.64 9.55
4.59 NL: 3.91E5
Base Peak m/z=
301.07386-301.07688 F: FTMS
{1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_50°C

o o

ey
o

al
o

Relative Abundance

o

100

50

0.71 6 9.42
0 LI B B B B B B O B A T T T
0 1 2 3 4 6 7 8 9 10

Time (min)
Sekil 4.31. Siilfakinoksalin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9B

3.80 NL: 2.72E5
Base Peak m/z=
256.01961-256.02217 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20°C

=

o

S
J

50

0.24 1.09 3.47 414 489 5.60 5.88 6.50 7.03

0 3.65 NL: 2.60E5
100 Base Peak m/z=
256.01961-256.02217 F: FTMS
{1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_30°C

o
o

0.21 0.74 4.62 4.96 5.67 6.04

NL: 2.36E5
q\\ Base Peak m/z=
N 256.01961-256.02217 F: FTMS
A {1,1} +p ESI Full ms
. [150.00-400.00] MS

I 100ppb_40°C
0.32 323 /) |\ 4.59 5.10 7.00
3.43 NL: 1.75E5
Base Peak m/z=
256.01961-256.02217 F: FTMS
{1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_50°C

ey
o

S o
w
3]
a

al
S
I |

Relative Abundance

o

100

50

2.33 2.69

0 LI O B B B B O B B O B B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.32. Siilfatiazol i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
4.1.3. Enjeksiyon hacmini belirlemek icin yapilan analizlerin sonuclar:

0,6 mL/dk akis hiz1 ve 30 °C kolon sicakligi secildikten sonra enjeksiyon
hacminin (5, 10, 15 ve 20 pL) analitlerin pik sekli {lizerine etkisi incelenmistir.
Kromatografik ayrimlarda kolona enjekte edilen miktar bant genislemesi, pikin 6niinde
genisleme veya arkasinda kuyruk olusumu agisindan dnemlidir. Gereginden fazla 6rnek
hacminin kullanilmasi sonucunda pikler genislemekte ve asimetrik olmaktadir; ayni
zamanda analitlerin tespit zamani degigsmektedir (Meyer 2010). Sekil 4.33-4.48
incelendiginde enjeksiyon hacmi arttitk¢a pik sekillerinde bozulmalar ve tespit
zamanlarinda degisimler belirlenmistir. Ayrica kromatogramda yanyana pik veren
siilfametoksipiridazin ve slilfamonometoksin analitlerinin ayrimi enjeksiyon hacmi
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

arttikca kotiilesmektedir (Sekil 4.44). Enjeksiyon hacminin 5 pL secilmesi hem pik
sekilleri hem de buna bagli olarak miktar tayininde dogru sonuglarin elde edilmesi
acisindan onemlidir. Analitlerin diisiik enjeksiyon hacminde de oldukca yiiksek sinyal
degerlerine ulagsmasi fazla 6rnek miktarinin kullanilmasini 6nlemektedir. Bu durum ayni
zamanda kiitle spektrometresinde analizorde olusacak kirliligin azaltilmasi agisindan da
Oonemlidir.

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G

3.75 NL: 1.39E5
1007 Base Peak m/z=
] 293.06882-293.07176 F:
b FTMS {1,1} + p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
1 100ppb_5uL
1 478
0 377 NL: 2.62E5
100 Base Peak m/z=
] 293.06882-293.07176 F:
B FTMS {1,1} +p ESI Full ms
o 207 [150.00-400.00] MS
e ] 100ppb_10uL
g 3.95 5.28
g 10% B 3.77 NL: 3.56E5
9 | Base Peak m/z=
< ] \“ 293.06882-293.07176 F:
9 | FTMS {1,1} +p ESI Full ms
2 50 [l
£ 507 [150.00-400.00] MS
3 ] I 100ppb_15L
x | \3.97
0~ 3.80 NL: 3.60E5
100 Base Peak m/z=
] 293.06882-293.07176 F:
B FTMS {1,1} +p ESI Full ms
50 7 [150.00-400.00] MS
1 100ppb_20yL
H0.16 4.00 6.47 7.92
0 LI O B O B B O B B O
2 4 5 7
Time (min)

Sekil 4.33. N-asetilsiilfadiazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G

3.84 NL: 2.35E5
Base Peak m/z=
307.08440-307.08748 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5uL

=

Q

S
J

50

1.24 6.85
3.88 NL: 4.47E5
Base Peak m/z=
307.08440-307.08748 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10pL

100

a1
o

1.37 2.26 4.04 5.28

oo
w
©
©

NL: 5.28E5

I Base Peak m/z=

| 307.08440-307.08748 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
I [150.00-400.00] MS

[ 100ppb_15uL

ey
o

Relative Abundance
ol
o
N |

NL: 5.45E5

Base Peak m/z=
307.08440-307.08748 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20puL

N
o

S o
w
©
o

al
o

0 T T T T [T T T T [ T T T T [T 1T T T [ T T T T [T T T T T T T T [ T T T T T T T T 1T T T T7]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.34. N-asetilsiilfamerazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
3.95 NL: 3.76E5
100 Base Peak m/z=
321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

50

2.47 4.22
3.98 NL: 6.32E5
Base Peak m/z=
321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10uL

100

al
o

3.98 NL: 8.61E5
| Base Peak m/z=
H 321.09998-321.10320 F:
I FTMS {1,1} +p ESI Full ms
I [150.00-400.00] MS
Il 100ppb_15uL

iy
o
o o

Relative Abundance
an
o

4.01 NL: 9.66E5
Base Peak m/z=
321.09998-321.10320 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20uL

o o

[
o

aul
o

4,
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Sekil 4.35. N-asetilstilfametazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G

4,51 NL: 1.41E5
100 Base Peak m/z=
296.06847-296.07143 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

50

3.38 6.13
4.54 NL: 2.98E5
Base Peak m/z=
296.06847-296.07143 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10pL

100

o
o

3.38

NL: 4.43E5

I Base Peak m/z=

“ 296.06847-296.07143 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
I [150.00-400.00] MS

I'l 100ppb_15uL

1.94 3.77 )\

iy
o

S o
»
I3y
Sy

Relative Abundance
o
o
I |

S o
»
o
N

NL: 5.24E5

Base Peak m/z=
296.06847-296.07143 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20pL

-
o

o
o

1.21 3.79 5.04
0 I L L L L L L L L L L L A L L L L DL L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Sekil 4.36. N-asetilsiilfametoksazol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
3.82 NL: 2.79E5
100 Base Peak m/z=
292.07358-292.07650 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

50

461 560 590 653 7.32 /61 780  9.28 9.60
3.86 NL: 5.24E5
Base Peak m/z=
292.07358-292.07650 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10pL

100

al
o

4.66 5.40 6.18 6.61 7.66  7.81 894 9.62
3.84 NL: 6.22E5
| Base Peak m/z=
| 292.07358-292.07650 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
| [150.00-400.00] MS
[ 100ppb_15pL
336 |\ 4.65 7.64 8.05 8.85 9.66
3.87 NL: 5.93E5
Base Peak m/z=
292.07358-292.07650 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20uL

o o

[y
(=]

Relative Abundance
(o))
o

[
o
o o

al
o

4.68 5.86 6.57 695 7.68 787 9
0 TT1T 11 ] T 11T 11T 1T T [T T T T [T T T T [T T T T T T T T [T T T T T T 1T
0 9

1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.37. N-asetilsiilfapiridin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

100 4.25 NL: 1.13E5
Base Peak m/z=
285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

50

4.27 NL: 2.10E5
Base Peak m/z=
285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10puL

100

a
o

S o
»
N
~N

NL: 2.85E5
‘H Base Peak m/z=
‘\ 285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms

I [150.00-400.00] MS
I 100ppb_15uL
359 | 9.73

4.30 NL: 3.00E5
Base Peak m/z=
285.01932-285.02218 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20pL

-
o

Relative Abundance
o
o
N |

-
o
o o

a
o

0 I L L L T L T L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.38. Siilfakloropiridazin igin farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G

100 3.50

50

0.36 3.75

NL: 3.66E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

9.87

100 851

al
o

3.76 4.39

5.94

NL: 5.63E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10uL

[y
o
o o

al
o

5.26

NL: 5.13E5

Base Peak m/z=
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Sekil 4.39. Siilfadiazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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Sekil 4.40. Siilfadimetoksin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
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Sekil 4.41. Siilfamerazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G

NL: 1.11E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_5pL

NL: 1.72E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_10puL

NL: 2.14E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_15uL

NL: 2.06E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_20pL

100 3.94
50
0 h 4.34 5.55 6.11
100 3.8
50
8 0: 343 | |441 512
3100 8.7
s 7 |
2 |
o 507 H
g N [
8 7 I
S o | 14.39 465 5.58 6.70
h'g
100 < 2.00
50
B 352 ) |4.33 4.76 5.42
[ e e e L B e B B B B B B B B B O By B B B
0 1 2 3 4 5 6 10
Time (min)

Sekil 4.42. Siilfametazin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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Sekil 4.43. Siilfametoksazol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
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Sekil 4.44. Siilfametoksipiridazin—Siilfamonometoksin i¢in farkli enjeksiyon hacmine

Time (min)

ait kromatogramlar
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RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
_ 3.88 NL: 6.05E5
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Sekil 4.45. Siilfamoksol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
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Sekil 4.46. Siilfapiridin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

72



BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
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Sekil 4.47. Siilfakinoksalin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
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Sekil 4.48. Siilfatiazol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

4.1.4. Hareketli faz B’de asetonitrii (MeCN) veya metanol (MeOH)
kullanilmasinin analiz sonu¢larina etkisi

Ters-faz kromatografide iyonize olan analitlerin tutulmasi biiyiik 6l¢iide onlarin
iyonizasyon ve ¢Oziinme durumlarina bagli olarak degismektedir. Bu 06zellikleri
hareketli fazin pH’sina, iyonik siddetine, hareketli fazda kullanilan sivilarin
Ozelliklerine ve faza ilave edilen katkilarin pKa’sina bagli olarak ESI sisteminde
analitin iyonlagsmas iizerinde etkili olmaktadir. Ters-faz kromatografide yaygin olarak
kullanilan organik sivilar asetonitril ve metanoldiir. Bu sivilarin viskozite, yiizey
gerilimi ve dielektrik sabiti gibi fiziksel oOzellikleri analizin segiciligini oldukca
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

etkilemektedir. Ayrica organik fazin se¢iminde ekstraksiyon ¢ézgeni ve hareketli fazin
sulu kismu ile karisabilir 6zellikte olmasi dikkate alinmalidir (Peri-Okonny 2001).

Bu asamada hareketli faz A (0,1 mM oksalik asit/su) sabit tutulup B fazinda
asetonitril (%0,2 formik asit, pH: 2,01) yerine metanoliin (%0,2 formik asit, pH: 2,50)
kullanilmasimin piklerin sinyal biiyiikliigiine ve sekline etkisi incelenmistir. Cizelge
4.1°de belirtildigi ilizere metanol kullanilarak yapilan analizlerde analitlerin tespiti
asetonitrile gére daha ge¢ olmustur.

Cizelge 4.1. Analitlerin MeCN ve MeOH’daki tespit zamani ve sinyal Seviyesi

Analit Tespit zamani Sinyal seviyesi
(RT, dk) (Ortalama+Std Sapma)
N-asetilsiilfadiazin MeCN 3,75 1,61 E5+0,30
MeOH 4,22 3,02 E5+0,47
N-asetilsiilfamerazin MeCN 3,84 2,55 E5+0,28
MeOH 4,46 4,63 E5+0,46
N-asetilsiilfametazin MeCN 3,95 4,06 E5+0,42
MeOH 4,68 7,96 E5+0,40
N-asetilsiilfametoksazol MeCN 451 1,65 E5+0,34
MeOH 5,18 1,64 E5+0,06
N-asetilsiilfapiridin MeCN 3,82 2,93 E5+0,19
MeOH 4,39 5,67 E5+0,71
Stilfakloropiridazin MeCN 4,25 1,23 E5+0,14
MeOH 4,58 2,61 E5+0,28
Siilfadiazin MeCN 3,50 3,68 E5+0,03
MeOH 3,65 5,89 E5+0,87
Siilfadimetoksin MeCN 4,75 1,30 E6+0,01
MeOH 5,35 9,84 E5+0,17
Siilfamerazin MeCN 3,76 7,22 E5+0,14
MeOH 4,01 8,32 E540,28
Siilfametazin MeCN 3,94 1,08 E6+0,05
MeOH 4,32 9,72 E5+0,06
Siilfametoksazol MeCN 4,39 1,68 E5+0,13
MeOH 4,62 1,75 E5+0,10
Stilfametoksipiridazin MeCN 4,00 7,13 E5+0,16
MeOH 4,43 8,45 E5+0,12
Stilfamonometoksin MeCN 4,16 5,78 E5+0,28
MeOH 4,69 8,50 E5+0,12
Siilfamoksol MeCN 3,88 6,17 E5+0,16
MeOH 4,26 7,38 E5+0,13
Stilfapiridin MeCN 3,68 6,50 E5+0,19
MeOH 3,90 7,84 E5+0,45
Siilfakinoksalin MeCN 4,78 2,46 E5+0,36
MeOH 551 4,37 E5+1,29
Siilfatiazol MeCN 3,65 2,32 E5+0,23
MeOH 3,84 4,30 E5+0,66

*Akis hizi 0,6 mL/dk, kolon sicakligi 30 °C, enjeksiyon hacmi 5 uLb
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Analitlerin tespit zamaninda en fazla 0,7 dk’lik bir kayma tespit edilmistir. Bu
durumun nedeninin metanoliin viskozitesinin asetonitrile goére daha yiiksek olmasindan
kaynaklandigr disiinilmektedir. Ancak pik alanlari incelendiginde, analitlerin
cogunlukla metanolde daha yiiksek sinyal verdigi belirlenmistir. Ayrica Sekil 58°de
goriildiigli lizere kromatogramda yanyana pik veren sililfametoksipiridazin ve
siilfamonometoksin analitlerinin ayrimi metanolde daha iyi saglanmustir.

Literatiirde siilfonamidlerin kromatografik ayriminda hareketli faz olarak
cogunlukla asetonitrilin kullanildigi, ancak metanoliin de tercih edildigi ¢aligmalarin
mevcut oldugu belirlenmistir. Kromatografik analizlerde asetonitrilin daha ¢ok tercih
edilmesinin baslica nedeni diisiik viskozitesinden dolayr kolonda diisiik basing
olusturmasidir. Metanol kullaniminda ise sulu faz ile Ozellikle %40-50 oraninda
karisiminda en yiiksek basing degeri gézlenmektedir. Buna karsin, asetonitrile kiyasla
hem fiyat1 daha ucuzdur hem de daha az toksiktir. Ayrica metanoliin polaritesinin daha
yiiksek olmasi hareketli faza ilave edilen katkilarin (tampon) sistemdeki akis hatlarinda
¢okmesini engellemektedir (Garcia-Alvarez-Coque vd 2015). Aguilera-Luiz vd (2008)
tarafindan yapilan caligmada da hareketli faz olarak asetonitril kullanildiginda
analitlerin kolonda metanole gore daha kisa silirede tutuldugu ancak metanol
kullanildiginda duyarliligin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer olarak, Kowalski
vd (2011) ve Jia vd (2014) tarafindan yapilan ¢alismada hareketli faz olarak asetonitril
yerine metanoliin kullanilmasinin siilfonamidlerin analizinde ayrimin duyarliligini ve
kalitesini arttirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.49. Siilfametoksipiridazin ve siilfamonometoksin’in iki hareketli faz (MeCN-
MeOH) kullanilarak elde edilen kromatogramlari

Hem sinyal seviyesi hem de ayirma giicii agisindan analizlere metanol
kullanilarak devam edilmesine karar verilmistir. Hareketli fazda metanol kullanildiginda
metotta kullanilan kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi degerleri degistirilmemistir.
Ancak metanoliin yliksek akis hizinda sistemde yiiksek basinca neden olmasindan
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dolay1 akis hiz1 0,6 mL/dk’dan 0,5 mL/dk’ya diisiiriilmiistiir. Sistemde 0,6 mL/dk akista
basing en fazla 900 bar’a cikarken; 0,5 mL/dk akista basing 720 bar’a ¢ikmaktadir.
Kolonun kullanim omriinii uzatmak agisindan analizlerde 0,5 mL/dk akis hizinin
kullanilmasina karar verilmistir.

4.1.5. Hareketli faz A (0,1 mM oksalik asit/su, pH:3,89) sabit tutularak, hareketli
faz B’de (metanol) farklhi konsantrasyonda formik asit kullanilmasinin
analiz sonuclarina etkisi

Iyonize olabilen analitlerin kromatografik ayriminda hareketli fazin pH degeri
iyonizasyon diizeyini ve segiciligi etkilemektedir. Zayif asidik veya bazik 6zellikteki
stilfonamid grubu antibiyotiklerin pozitif yiik kazanmalari i¢in bulunduklari ortamda
diisiikk pH degerlerine ihtiyaglar1 vardir. Analitlerin iyonlagmasi i¢in hareketli fazin pH
degerinin analitlerin pKa degerinden daha diisiik olmasi gerekmektedir. Bu yilizden
hareketli faz bilesiminin cihazin duyarlilig1 agisindan oldukga biiylik etkisi vardir (Forti
ve Scortichini 2009). Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (%0, 0.05, 0.1 ve
0.2) formik asit kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla
yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri
sirastyla 4.95, 2.95, 2.70 ve 2.50’dir. Konsantrasyon sinirlarinin se¢iminde kolonun
kullaniminda tavsiye edilen pH aralii géz onlinde bulundurularak en fazla %0,2
(pH:2,5) konsantrasyonu kullanilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde farkli
konsantrasyonlarda formik asit kullaniminin pik sekilleri lizerine etkisi gozlenmezken;
analitlerin %0,1 formik asit konsantrasyonunda genel olarak en yiiksek sinyal seviyesini
verdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda formik asit ile hazirlanan hareketli fazin
analitlerin sinyal seviyesine etkisi

Analit %0 %0,05 %0,1 %0,2
N-asetilsiilfadiazin 3,25E5°+0,23  3,18E5°+0,08 3,70E5%+0,06  3,34E5°+0,01
N-asetilsiilfamerazin 4,61E5°+0,15  4,58E5°+0,02 5,30E5%0,05 5,00E5°+0,06
N-asetilsiilfametazin 9,76E540,33  8,77E5"+0,18 9,23E5°+0,44  8,31E5°+0,10
N-asetilsiilfametoksazol ~ 2,50E5%0,08  2,13E5°+0,06  2,04E5°+0,03  1,60E5°+0,00
N-asetilsiilfapiridin 6,34E5°+0,26  5,93E5°+0,07 6,90E5%40,04  6,34E5°+0,24
Stlfakloropiridazin 2,11E5°%0,11 2,42E5°+0,01 2,80E5%+0,04  2,79E5%t0,04
Siilfadiazin 6,08E5°+0,28  6,24E5+0,08 6,68E5%0,01  6,56E5%+0,08
Siilfadimetoksin 1,23E6%:0,04  1,04E6°+0,01 1,03E6°+0,04  9,92E5°+0,06
Siilfamerazin 9,68E5%0,35  8,75E5°+0,22 8,86E5°+0,03  8,55E5°+0,06
Siilfametazin 1,18E6%0,06  1,01E5°+0,01 1,04E6°+0,03  9,67E5°+0,02
Siilfametoksazol 1,86E5+0,07 1,86E5+0,02 1,86E5+0,09 1,81E5+0,02
Siilfametoksipiridazin 1,03E6%0,04  9,05E5°+0,13 9,15E5°+0,16  8,52E5°+0,01
Siilfamonometoksin 1,08E6%0,04 9,10E5°+0,14  9,18E5°+0,17  8,57E5°+0,02
Siilfamoksol 8,41E5%+0,42  7,67E5+0,04 7,94E5%0,22  7,49E5°+0,03
Stilfapiridin 9,47E5%440,42  8,53E5°+0,15 8,45E5°+0,17  8,15E5°+0,02
Siilfakinoksalin 4,58E5°+0,16  5,00E5°+0,13 5,31E5%+0,01 5,31E5%+0,04
Siilfatiazol 4,16E5°+0,21  4,34E5°+0,10 4,99E5%+0,08 4,80E5%+0,06

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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4.1.6. Hareketli faz B (%0,1 formik asit/metanol, pH:2,70) sabit tutularak,
hareketli faz A’da (su) farkh konsantrasyonlarda oksalik, formik ve asetik
asit kullaniminin analiz sonuclarina etkisi

Hareketli faz B igin kullanilan formik asit konsantrasyonu belirlendikten sonra
hareketli faz A’da farkli iyonlastirma ajanlarinin (oksalik, formik ve asetik asit) ve
bunlarin konsantrasyonlariin piklerin sekline ve sinyal seviyesine etkisi aragtirilmistir.

4.1.6.1. Oksalik asit

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mM) oksalik asit
kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.3’de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3.89, 3.69,
3.31 ve 3.00’tlir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan
analiz sonuclar1 incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik
gozlenmemistir. Konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal seviyesi {izerine istatistiki
olarak 6nemli derecede etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin genel olarak 0,5 mM
konsantrasyonda en yiiksek degere ulastig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda oksalik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit 0,1mM 0,2mM 0,5mM ImM

N-asetilsiilfadiazin 4,26E5°+0,17 4,58E5°+0,04 6,09E54+0,11 3,25E5°+0,13
N-asetilsiilffamerazin ~ 4,99E5°40,09 7,25E5%+0,00 6,60E5°+0,39 5,04E5°+0,13
N-asetilsiilfametazin ~ 9,75E5+0,01 1,05E6+0,04 1,13E6+0,11 1,10E6+0,01
N-asetilsiilfametoksazol 2 56E5°+0,09 3,06E5%+0,08 3,18E5%0,24 2,66E5°+0,07
N-asetilsiilfapiridin ~ 6,54E5°+0,03 8,30E5%+0,04 6,05E5°+0,04 3,34E5+0,13
Siilfakloropiridazin ~ 2,93E5%£0,04 2,95E5°+0,06 5,25E5%+0,13  3,72E5°+0,18
Siilfadiazin 6,22E5+0,01  6,33E5%0,04 5,48E5°+0,09 3,78E5°+0,12
Siilfadimetoksin 9,78E5°+0,01 9,92E5°+0,07 1,17E6%+0,13 1,30E6%+0,05
Siilfamerazin 8,01E5°+0,04 8,91E5%+0,01 9,15E5%0,13 6,34E5°+0,23
Siilfametazin 9,39E5%+0,06 9,80E5*+0,06 1,06E6%+0,07 8,82E5°+0,49
Siilfametoksazol 2,06E5+0,06  2,22E5+0,16  2,15E5+0,16  2,01E5+0,04
Siilfametoksipiridazin  8,54E5%£0,06 9,09E5°+0,02 1,03E6%+0,02 7,22E5%+0,31
Siilfamonometoksin 8,59E5°+0,06 9,15E5°+0,02 1,06E6%+0,02 7,24E5%+0,25
Siilfamoksol 7,28E5°+0,06  8,19E5°+0,07 9,07E5%+0,20  7,26E5°+0,14
Siilfapiridin 7,61E5°+0,01 8,09E5%+0,03 7,51E5°+0,04 4,71E5°+0,23
Siilfakinoksalin 4,59E5°+0,03 6,88E5°+0,12  7,06E5%*+0,04 7,83E5%+0,65
Siilfatiazol 5,14E5%+0,01 5,06E5%+0,09 4,54E5°+0,10 2,56E5°+0,23

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.6.2. Formik asit

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (%0.01, 0.02, 0.05 ve 0.1) formik
asit kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Cizelge 4.4°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3.16, 2.96,
2.82 ve 2.60’tir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan
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analiz sonuclar1 incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik
gozlenmemistir. Konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal seviyesi {izerine istatistiki
olarak Onemli derecede etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin en disiik

konsantrasyonda (%0,01) en yiiksek degere ulastig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda formik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit %0,01 %0,02 %0,05 %0,1

N-asetilsiilfadiazin 1,82E5%£0,04 1,67E5°+0,03 1,66E5°+0,09 1,38E5°+0,01
N-asetilsiilfamerazin ~ 2,11E5%+0,03 1,94E5°+0,03 1,89E5°+0,02 1,63E5°+0,08
N-asetilsiilfametazin ~ 3,14E5%+0,08 3,02E5%0,10 3,06E5%+0,10 2,46E5P+0,02
N-asetilsiilfametoksazol 1,60E5%+0,01 1,58E5%+0,03 1,62E5%+0,13 1,20E5°+0,04
N-asetilsiilfapiridin =~ 2,81E5%0,06 2,69E5%+0,09 2,53E5°+0,06 2,19E5°+0,01
Siilfakloropiridazin ~ 1,28E5%+0,04 1,23E5%+0,06 1,20E5%+0,07 1,04E5°+0,03
Siilfadiazin 1,77E5+0,04  1,59E5+0,08  1,76E5+0,04 1,72E5+0,08
Siilfadimetoksin 3,47E5%+0,00 3,34E5%+0,16 3,38E5%+0,13 2,81E5P+0,02
Siilfamerazin 2,50E5%+0,00 2,31E5%°+0,09 2,37E5%+0,12 2,22E5°+0,08
Siilfametazin 3,32E5%+0,10 3,09E5%+0,08 2,94E5°+0,17 2,83E5°+0,04
Siilfametoksazol 2,22E5%+0,05 2,25E5%0,07 2,08E5%+0,08 1,71E5°+0,01
Siilfametoksipiridazin 2,75E5%+0,11 2,66E5*+0,07 2,48E5°+0,06 2,30E5°+0,04
Siilfamonometoksin ~ 2,79E5%£0,09 2,68E5%®+0,07 2,54E5°°+0,07 2,35E5°+0,04
Siilfamoksol 2,95E5%+0,03 2,91E5%0,04 2,99E5%+0,11 2,64E5P+0,06
Siilfapiridin 2,58E5+£0,02 2,38E5+0,02 2,46E5+0,04 2,69E5+0,24
Siilfakinoksalin 1,79E5%40,08 1,83E5%+0,08 1,76E5%0,01 1,52E5°+0,01
Siilfatiazol 1,85E5%£0,06 1,68E5°°+0,04 1,74E5®+0,01 1,58E5°+0,05

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmigtir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.6.3. Asetik asit

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (%0.05, 0.1 ve 0.2) asetik asit
kullanimmin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Cizelge 4.5’de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3.42, 3.25
ve 3.09°dur. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan
analiz sonuglar1 incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik
gbzlenmemistir. Asetik asit konsantrasyonu arttik¢a sinyal seviyesinde artis
gozlenmistir; ancak konsantrasyon farkinin 6 analit igin istatistiki olarak Onemli
derecede etkili oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda asetik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit %0,05 %0,1 %0,2

N-asetilsiilfadiazin 2,83E5°+0,03 2,96E5°+0,03 3,29E5%+0,09
N-asetilsiilfamerazin 2,58E5+0,04 2,57E5+0,06 2,78E5+0,18
N-asetilsiilfametazin 3,71E5+0,06 3,50E5+0,01 3,68E5+0,12
N-asetilsiilfametoksazol 2,04E5+0,01 2,01E5+0,01 2,14E5+0,14
N-asetilsiilfapiridin 3,07E5%+0,02  2,92E5°+0,09 3,40E5%+0,19
Siilfakloropiridazin 1,84E5+0,03 1,86E5+0,01 1,94E5+0,21
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Siilfadiazin 2,14E5°+0,00 2,20E5°+0,03 2,47E5%+0,01
Siilfadimetoksin 3,67E5+0,06 3,36E5+0,05 3,45E5+0,30
Siilfamerazin 2,90E5°+0,04 2,85E5°+0,01 3,25E5%+0,04
Siilfametazin 3,46E5+0,08 3,32E5+0,09 3,60E5+0,42
Siilfametoksazol 2,55E5+0,08 2,31E5+0,07 2,28E5+0,16
Siilfametoksipiridazin 3,17E5°+0,05 3,08E5°+0,04 3,56E5%+0,08
Siilfamonometoksin 3,19E5°+0,04 3,12E5°+0,03 3,60E5%+£0,08
Siilfamoksol 3,11E5+0,04 2,95E5+0,13 3,19E5+0,04
Siilfapiridin 2,84E5+0,11 2,93E5+0,04 3,18E5+0,21
Siilfakinoksalin 2,37E5+0,11 2,23E5+0,06 2,40E5+0,17
Siilfatiazol 2,40E5+0,05 2,47E5+0,08 2,73E5+0,18

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.6.4. Hareketli faz A’da oksalik, formik ve asetik asit kullaniminin sinyal
seviyesi iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan asetik asit/su, formik asit/su ve oksalik
asit/su ile yapilan analizler sonucunda; analitlerin 0,5 mM oksalik asit/su (p<0,05),
%0,01 formik asit/su (p<0,05) ve %0,2 asetik asit/su (p<0,05) konsantrasyonlarinda en
yiiksek pik alanina sahip olduklari tespit edilmistir. Belirlenen bu konsantrasyonlardaki
analit kromatogramlar1 Sekil 4.50-4.65’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
analitlerin en yiiksek sinyal seviyesi oksalik asit kullanildiginda, en diisiik sinyal
seviyesi ise formik asit kullanildiginda tespit edilmistir. Hafif asidik kosullarda
calisilmas1  siilfonamidlerin  kromatografik ayrimimi kolaylastirmakta ve kiitle
spektrometresinde iyonizasyonunu artirmaktadir. Literatlirde siilfonamidlerin analizi
icin yapilan c¢aligmalarda pH 3-3,5 araliginda bu analitlerin kolonda iyi bir sekilde
ayrildig: belirtilmistir (Biatk-Bielinska vd 2009, Kung vd 2015). Bu ¢alismadaki analiz
sonuclar1 incelendiginde, genel olarak bu pH araliginda analitlerin yiiksek sinyal degeri
verdigi tespit edilmistir. Hareketli fazin pH degeri li¢ asit i¢in bu aralikta olmasina
ragmen oksalik asit ESI’de analitlerin daha iyi iyonlasmasimi saglamistir. Hareketli
fazin pH degeri analitin iyonlagmasma etki ettigi gibi hareketli faza ilave edilen
asitlendiriciyi de etkilemektedir.
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Sekil 4.50. Oksalik, formik ve asetik asidin n-asetilsiilfadiazin’in sinyal seviyesi lizerine

etkisi
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Sekil 4.51. Oksalik, formik ve asetik asidin n-asetilsiilfamerazin’in sinyal seviyesi

uzerine etkisi
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Sekil 4.52. Oksalik, formik ve asetik asidin n-aseti

uzerine etkisi

Isiilfametazin’in sinyal seviyesi
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Sekil 4.53. Oksalik, formik ve asetik asidin n-asetilsii
iizerine etkisi
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RT:0.00 - 10.03 SM: 9G
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Sekil 4.54. Oksalik, formik ve asetik asidin n-asetilsiilfapiridin’in sinyal seviyesi
tizerine etkisi

RT: 0.00 - 10.08 SM: 9G
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Sekil 4.55. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfakloropiridazin’in sinyal seviyesi
iizerine etkisi
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Sekil 4.56. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfadiazin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi
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Sekil 4.57. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfadimetoksin’in sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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Sekil 4.58. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfamerazin’in sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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Sekil 4.59. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametazin’in sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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Sekil 4.60. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametoksazol’iin sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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Sekil 4.61. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametoksipiridazin
stilfamonometoksin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi
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Sekil 4.63. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfapiridin’in sinyal seviyesi lizerine etkisi
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Sekil 4.64. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfakinoksalin’in sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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Sekil 4.65. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfatiazol’lin sinyal seviyesi iizerine etkisi

4.1.7. Hareketli faz B (%0,1 formik asit/metanol, pH:2,70) sabit tutularak
hareketli faz A’da (su) farkhh konsantrasyonlarda amonyum format ve
amonyum asetat kullaniminin analiz sonuclarina etkisi

4.1.7.1. Amonyum format

Hareketli faz A’da farkh

konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 mM) amonyum format

kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.6’da belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 6.21, 6.32
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ve 6.43’tiir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan
analiz sonuglar1 incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik
gozlenmemistir. Konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal seviyesi iizerine istatistiki
olarak onemli derecede etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin genel olarak
konsantrasyon arttikca azaldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda amonyum format ilavesinin sinyal seviyesine

etkisi

Analit 1ImM 5mM 10mM

N-asetilsiilfadiazin 2,00E5%+0,01 1,64E5°+0,06 1,48E5°+0,08
N-asetilsiilfamerazin 2,04E5%+0,02 1,72E5P+0,02 1,55E5°4+0,02
N-asetilsiilfametazin 2,62E5%+0,04 2,41E5%+0,20 2,21E5°+0,04
N-asetilsiilfametoksazol 2,51E5%+0,04 1,90E5°+0,00 1,68E5°+0,01
N-asetilsiilfapiridin 2,17E5%+0,00 1,93E5°+0,03 1,89E5P+0,12
Siilfakloropiridazin 1,15E5%+0,06 9,92E4°+0,04 9,11E4°+0,28
Siilfadiazin 2,38E5+0,14 2,29E5+0,04 2,24E5+0,06
Siilfadimetoksin 3,95E5+0,18 421E5+0,11 421E5+0,26
Siilfamerazin 3,63E5+0,37 3,48E5+0,21 3,36E5+0,07
Siilfametazin 4,60E5+0,17 4,57E5+0,05 4,51E5+0,08
Siilfametoksazol 2,90E5%+0,01 2,68E5°+0,03 2,41E5°+0,02
Siilfametoksipiridazin 3,87E5°+0,15 4,22E5%+0),04 3,98E5%+0,01
Siilfamonometoksin 3,89E5°+0,10 4,25E5%+0,04 4,01E5%+0,01
Siilfamoksol 3,96E5°+0,10 4,20E5%+0,00 4,10E5%+0,06
Siilfapiridin 3,74E5%+0,25 3,25E5%0+0,09 3,07E5°+0,06
Siilfakinoksalin 1,42E5%+0,06 1,52E5%+0,01 1,39E5°+0,01
Siilfatiazol 1,55E5%£0,03 1,57E5%£0,05 1,39E5P+0,04

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.7.2. Amonyum asetat

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 mM) amonyum asetat
kullanimmin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.7°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 6.49, 6.57
ve 6.64°tlir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan
analiz sonuglar1 incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik
gozlenmemistir. Konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal seviyesi lizerine istatistiki
olarak oOnemli derecede -etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin genel olarak
konsantrasyon arttikca azaldigi tespit edilmistir.

Amonyum format veya amonyum asetat kullanilarak hazirlanan hareketli faz ile
yapilan analizler sonucunda, analitlerin sinyal biiyiikliigiiniin 1 mM konsantrasyonda en
yiiksek oldugu ve konsantrasyon arttikca pik alaninin azaldig tespit edilmistir (p<0,05).
Tuzlar ile hazirlanan hareketli fazlarin, asitler ile hazirlanan hareketli fazlar ile
kiyaslandiginda pik alanlarinin oldukga diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun temel
nedeninin hareketli fazin pH degerinin tuzlar kullanildiginda daha yiiksek olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ciinkii daha once de belirtildigi iizere siilfonamid
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grubu analitlerin analizinin hafif asidik kosullarda ger¢eklesmesi kromatografik ayrimi
kolaylastirmakta ve kiitle spektrometresinde iyonizasyonu artirmaktadir.

Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda amonyum asetat ilavesinin sinyal Seviyesine

etkisi

Analit 1ImM 5mM 10mM

N-asetilsiilfadiazin 1,10E5%+0,04 4,71E4°+0,12 3,01E4°+£0,00
N-asetilsiilfamerazin 1,23E5%+0,08 5,55E4°+0,12 3,78E4°+£0,10
N-asetilsiilfametazin 1,98E5%+0,06 1,05E5°+0,01 7,20E4°+0,25
N-asetilsiilfametoksazol 1,53E5%+0,10 7,13E4°+0,20 4,10E4°+0,05
N-asetilsiilfapiridin 1,20E52+0,00 5,27E4P+0,06 3,58E4°+0,16
Siilfakloropiridazin 5,35E4%+0,41 2,02E4°+0,08 1,36E4°+0,08
Siilfadiazin 7,91E42+0,21 3,24E4°+0,07 1,91E4°+0,01
Siilfadimetoksin 2,16E5%+0,09 1,07E5°+0,00 7,01E4°+0,35
Siilfamerazin 1,56E5%£0,10 7,19E4°+0,01 5,04E4°+£0,01
Siilfametazin 2,82E5%+0,16 1,62E5°+0,01 1,24E4°+0,04
Siilfametoksazol 1,36E5%£0,01 5,55E4P+0,10 3,28E4°+0,13
Siilfametoksipiridazin 1,73E5%+0,11 7,78E4°+0,08 5,06E4°+0,18
Siilfamonometoksin 1,70E5%+0,11 7,73E4°+0,08 5,01E4°+0,18
Siilfamoksol 1,83E5%0,11 9,78E4°+0,01 6,94E4°+0,44
Siilfapiridin 1,24E5%+0,10 6,01E4P+0,16 3,91E4°+0,28
Siilfakinoksalin 2,96E5%+0,07 1,81E5°+0,17 1,51E4°+0,31
Siilfatiazol 6,63E4%+0,35 2,70E4°+0,02 1,86E4°+0,07

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

Tuzlar, ESI’de negatif iyon modunda ¢alisilacagi zaman bazik ortam olusturmak
amactyla kullanilmaktadir (Kromidas 2008). Ancak hareketli fazda tuzlarin kullanilmasi
kolonda kristalizasyona neden olabilmelerinden dolayr kolonun ayirma kapasitesini
diisiirebilmektedir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonda kullanilmalar1 iyon kaynagmin
tikanmasina ve iyonizasyon veriminin diismesine neden olabilmektedir (Yu vd 2011).
ESI sistemi ile yapilan c¢alismalarda tuz konsantrasyonunun damlacik seklini ve
boyutunu degistirdigi gozlemlenmistir. Ayrica yiliksek konsantrasyonda tuz kullanimi
iyonlarin olusumunu ve aktarimini engellemektedir. Konsantrasyon artisina bagli olarak
damlacik capindaki artig, spreyin merkezindeki iyon yogunlugunun azalmasina neden
oldugundan dolayr analizére giren iyon sayisinda ve buna bagli olarak sinyal
seviyesinde azalma olmaktadir (Peri-Okonny 2001).

4.1.8. Hareketli faz A (0,5 mM oksalik asit/su; pH:3,31) sabit tutularak B fazinda
(metanol) oksalik, formik ve asetik asit kullammmimin analiz sonuclarina
etkisi

4.1.8.1. Oksalik asit
Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.2 ve 0.5 mM) oksalik asit

kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.8’de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 2.70, 2.46
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ve 2.20’dir. Analiz sonuglar1 incelendiginde analitlerin pik sekillerinde ve tutulma
stirelerinde farklilik gozlenmemistir. Ancak konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal
seviyesi lizerine istatistiki olarak 6nemli derecede etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin
genel olarak 0.1 mM konsantrasyonda en diisiik degerde oldugu tespit edilmistir. Ayrica

0,2 ve 0,5 mM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki olarak bir fark gézlenmemistir.

Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlarda oksalik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit 0,21mM 0,2mM 0,5mM

N-asetilsiilfadiazin 6,35E5°+0,17 8,16E52+0,23 8,63E5%+0,03
N-asetilsiilfamerazin 6,57E5°+0,23 8,13E5%+0,23 8,49E5%+0,16
N-asetilsiilfametazin 1,34E6+0,03 1,41E6+0,01 1,40E6+0,03
N-asetilsiilfametoksazol 3,14E5°+0,07 4,44E5%+0,16 4,63E5%+0,05
N-asetilsiilfapiridin 4,77E5+0,24 6,92E5%+0,24 7,55E5%+0,34
Siilfakloropiridazin 4,43E5°+0,24 5,95E5%+0,26 5,97E5%+0,11
Stlfadiazin 6,20E5°+0,18 7,39E5%+0,25 7,67TE5%+0,25
Siilfadimetoksin 1,47E6=+0,04 1,34E6=+0,06 1,32E6=+0,04
Siilfamerazin 8,72E5°+0,14 1,02E6°+0,01 9,83E5%+0,25
Siilfametazin 1,15E6=+0,01 1,14E6=+0,01 1,11E6+0,03
Siilfametoksazol 2,07E5°+0,01 2,83E5%+0,13 2,95E5%+0,05
Stilfametoksipiridazin 8,75E5°+0,49 1,05E6%+0,02 1,06E6%+0,01
Siilfamonometoksin 8,80E5°+0,59 1,10E6%+0,02 1,11E6%+0,01
Siilfamoksol 9,40E5+0,18 9,78E5+0,16 9,46E5+0,13
Siilfapiridin 7,68E5°+0,24 8,65E5%+0,17 8,58E5%+0,15
Siilfakinoksalin 9,21E5°+0,28 1,10E62+0,02 1,09E62+0,02
Stlfatiazol 5,61E5°+0,21 6,32E5%+0,21 6,66E5%+0,01

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.8.2. Formik asit

Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (%0.01, 0.05 ve 0.1) formik asit
kullanimmin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglart Cizelge 4.9°da belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3.51, 3.04
ve 2.89°dur. Analiz sonuglart incelendiginde analitlerin pik sekillerinde ve tutulma
strelerinde farklilik gozlenmemistir. Ancak konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal
seviyesi iizerine istatistiki olarak dnemli derecede etkisinin oldugu ve sinyal seviyesinin
hareketli fazda formik asit konsantrasyonu arttikca genel olarak diistiigli tespit
edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli konsantrasyonlarda formik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit %0,01 %0,05 %0,1

N-asetilsiilfadiazin 6,48E5%+0,18 5,71E5%°+0,33 5,48E5°+0,34

N-asetilsiilfamerazin 6,89E5+0,13 6,52E5+0,32 6,30E5+0,23
N-asetilsiilfametazin 1,28 E6=+0,04 1,26E6=+0,02 1,23E6=+0,01
N-asetilsiilfametoksazol 3,44E5+0,01 3,40E5+0,06 3,54E5+0,40
N-asetilsiilfapiridin 6,18E5%+0,07 6,17E5%+£0,06 5,71E5°+0,06
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Stlfakloropiridazin 5,12E5+0,14 5,14E5+0,03 4,64E5+0,23
Siilfadiazin 6,91E5%+0,08 6,58E5°+0,04 6,20E5°+0,06
Siilfadimetoksin 1,39E6+0,02 1,30E620,01 1,29E6:0,00
Siilfamerazin 9,56E5%+0,11 8,91E5°+0,08 8,81E5°+0,16
Siilfametazin 1,09E60,00 1,10E620,00 1,03E6+0,04
Siilfametoksazol 2,13E5%+0,06 2,16E5%+0,04 1,53E5P+0,17
Siilfametoksipiridazin 1,00E6%+£0,01 9,99E5%+0,00 9,61E5°+0,03
Siilfamonometoksin 1,01E6%+0,01 1,00E62°+0,00 9,66E5°+0,03
Siilfamoksol 9,39E5%+0,15 9,32E5%+0,17 8,81E5°+0,02
Siilfapiridin 8,19E5%+0,13 8,05E5%+0,35 7,37E5°+0,13
Siilfakinoksalin 1,04E6%+0,02 9,48E5°+0,25 9,33E5°+0,10
Siilfatiazol 5,55E5%+0,06 5,59E5%+0,06 4,94E5°+0,18

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.8.3. Asetik asit

Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (%0.1, 0.2 ve 0.5) asetik asit
kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.10°da belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 4.01, 3.60
ve 3.20°dir. Analiz sonuglar1 incelendiginde analitlerin pik sekillerinde ve tutulma
stirelerinde farklilik go6zlenmemistir. Ayrica genel olarak konsantrasyon farkinin
analitlerin sinyal seviyesi iizerine istatistiki olarak onemli derecede etkisinin olmadigi
tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarda asetik asit ilavesinin sinyal seviyesine etkisi

Analit %0,1 %0,2 %0,5

N-asetilsiilfadiazin 6,47E5+0,02 6,34E5+0,14 6,53E5+0,06
N-asetilsiilfamerazin 6,82E5+0,15 6,63E5+0,04 6,65E5+0,28
N-asetilsiilfametazin 1,29E6+0,01 1,24E6+0,01 1,25E6+0,02
N-asetilsiilfametoksazol 3,49E5+0,07 3,39E5+0,04 3,52E5+0,24
N-asetilsiilfapiridin 5,84E5+0,06 5,51E5+0,49 6,33E5+0,08
Siilfakloropiridazin 5,10E5+0,11 4,94E5+0,35 5,34E5+0,04
Siilfadiazin 6,23E5+0,10 6,19E5+0,10 6,26E5+0,10
Siilfadimetoksin 1,32E6+0,00 1,29E6=+0,01 1,25E6=+0,00
Siilfamerazin 9,01E5+0,03 9,03E5+0,20 8,82E5+0,21
Siilfametazin 1,07E6=+0,05 1,06E6=+0,01 1,04E6+0,01
Siilfametoksazol 2,21E5+0,13 2,27E5+0,01 2,17E5+0,11
Siilfametoksipiridazin 9,93E5+0,15 9,83E5+0,21 9,91E5+0,20
Siilfamonometoksin 9,98E5+0,18 9,88E5+0,31 9,96E5+0,20
Stilfamoksol 9,21E5+0,08 9,17E5+0,16 9,05E5+0,04
Siilfapiridin 7,49E5+0,11 7,42E5+0,04 7,52E5+0,12
Silfakinoksalin 9,85E5%+0,06 9,47E5°+0,03 9,53E5°+0,05
Siilfatiazol 5,17E5P+0,01 4,87E5°+0,02 5,25E52+0,01

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir

* Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 (p<0,05) ifade etmektedir
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

4.1.8.4. Hareketli faz B’de oksalik, formik ve asetik asit kullaniminin sinyal
seviyesi iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

4.51 NL: 7.90E5
100 3 Base Peak m/z=
80 4 293.06882-293.07176 F:
E FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 1 [150.00-400.00] MS
3 100ppb_0.20ksalik
40
20 -
1 4.83
8108 - 251 NL: 6.35E5
S ] Base Peak m/z=
T 80 4 293.06882-293.07176 F:
573 FTMS {1,1} +p ESI Full ms
2 60 [150.00-400.00] MS
© | 100ppb_0.01formik
> 407
= N
o 207
@ 3 4.70
0 _ 451 NL: 6.57E5
100 3 \“‘ Base Peak m/z=
80 “\ 293.06882-293.07176 F:
3 \‘ FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 “ [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.5asetik
40 3 /
20 1 \‘ ‘\
J0.33 ) \4.88
0 L I e LI B B B B B B T T
0 1 10
Time (min)
Sekil 4.66. Oksalik, formik ve asetik asidin N-asetilsiilfadiazin’in sinyal seviyesi
iizerine etkisi
RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
4.76 NL: 7.62E5
100 3 Base Peak m/z=
80 1 307.08440-307.08748 F:
E FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 - [150.00-400.00] MS
E 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 1
0 3 5.17
00 - 4.74 NL: 6.98E5
1 | Base Peak m/z=
80 1 307.08440-307.08748 F:
o 7 FTMS {1,1} +p ESI Full ms
8 60 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
T 40
S E
3 20
< 7 5.47
-5108 - 474 NL: 6.85E5
< 3 ‘U‘ Base Peak m/z=
& 80 I 307.08440-307.08748 F:
E i FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 Il [150.00-400.00] MS
| I 100ppb_0.5asetik
40 “ |
B |
20 7 I
| I\
0 L I B I T \‘ r E\Ll 1 T IR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.67. Oksalik, formik ve asetik asidin N-asetilsiilfamerazin’in sinyal Seviyesi
tizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

4.96 NL: 1.42E6
100 3 Base Peak m/z=
80 321.09998-321.10320 F:
B FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 7
o B 5.23 5.75
_ 4.95 NL: 1.25E6
100 3 Base Peak m/z=
80 321.09998-321.10320 F:
° E FTMS {1,1} + p ESI Full ms
o 60 7 [150.00-400.00] MS
S E 100ppb_0.01formik
T 40 7
c 3
3 204
< 3 5.21
o 0 .
> _ 4.95 NL: 1.23E6
r_‘ElOO b “'\‘ Base Peak m/z=
Q gp 4 ‘ 321.09998-321.10320 F:
@ %4 \ FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 “ [150.00-400.00] MS
= ‘ 100ppb_0.5asetik
40 | \
20 ‘\‘ ‘\
a1 |\
0 LIS N N N N L A O O R B B} \’ T \5?5\ T[T rrrr T T oo T T T T
0 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.68. Oksalik, formik ve asetik asidin N-asetilsiilfametazin’in sinyal Seviyesi
tizerine etkisi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
5.47 NL: 4.32E5
100 E Base Peak m/z=
80 296.06847-296.07143 F:
3 FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 7
40.32 4.51
o 5.46 NL: 3.43E5
100 5 Base Peak m/z=
80 296.06847-296.07143 F:
" B FTMS {1,1} + p ESI Full ms
Q 60 7 [150.00-400.00] MS
T 3 100ppb_0.01formik
o 40
c E
2207
< 7 451
o 0 .
= 00 5 544’15 NL: 3.92E5
c_‘El B | Base Peak m/z=
2 803 i 296.06847-296.07143 F:
E H FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 ‘ [150.00-400.00] MS
. ‘ | 100ppb_0.5asetik
40 7 ‘ \‘
20 1 “ |
| 4.51 | \5.82 9.09 9.66
0 T T T T [ T 1T T T [T T 1T T [ T T T T [ T T T T [ T 1 T [ T T T T [ T T T T [ T T T T 1T 7T TT]
0 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.69. Oksalik, formik ve asetik asidin N-asetilsiilfametoksazol’lin sinyal seviyesi
iizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

4.68 NL: 6.75E5
100 3 Base Peak m/z=
80 292.07358-292.07650 F:
B FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 1
0 B 5.25 5.61
_ 4.66 NL: 6.23E5
100 3 Base Peak m/z=
80 292.07358-292.07650 F:
° E FTMS {1,1} +p ESI Full ms
© 60 7 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
© 40
c 3
.g 20 -
< 3 5.58
o 0 .
> _ 4.66 NL: 6.27E5
r_‘%’loo B "\ Base Peak m/z=
& 80 \\ 292.07358-292.07650 F:
E H FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [l [150.00-400.00] MS
= | 100ppb_0.5asetik
40 7 ‘ \‘
20 o I
3 |\
o] I L L L L A T T 5\5\8\ L L = T 11 1717
0 2 3 4 5 6 7 8 10
Time (min)

Sekil 4.70. Oksalik, formik ve asetik asidin N-asetilsiilfapiridin’in sinyal seviyesi
tizerine etkisi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
4.88 NL: 5.76E5
100 3 Base Peak m/z=
80 3 285.01932-285.02218 F:
E FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 7
4 529 6.11
Og _ 4.88 NL: 5.02E5
100 5 Base Peak m/z=
80 285.01932-285.02218 F:
o B FTMS {1,1} +p ESI Full ms
e 60 7 [150.00-400.00] MS
< 3 100ppb_0.01formik
o 40
c E
3 207
< 3 5.13
o 0 .
= 00 o 4.87 NL: 5.31E5
7190 7 | Base Peak m/z=
2 80 \ 285.01932-285.02218 F:
3 i FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 \ [150.00-400.00] MS
E [l 100ppb_0.5asetik
40 7 ‘ |
20 4 | \
3 0.84 | \5.21 5.67
0 T T 1T T [ T T T T [T 1T T T [ T T T T [ T T T T [T T T T [ T T T T [ T 1T T T [ T T T T T T T T 1]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.71. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfakloropiridazin’in sinyal seviyesi
iizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100
80

60

40

20

3.96

NL: 7.21E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

0
100

o ®
o o

N
o

NL: 6.85E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

e
o

S o
w
©
w

Relative Abundance
Iy (2] [oe] N
o O O o

N
o

| | 4.40

o

NL: 6.33E5

Base Peak m/z=
251.05846-251.06098 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o

4 5 6
Time (min)

7

Sekil 4.72. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfadiazin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi

Pyl
bl
o
o
S]

-10.02 SM: 9G
5.65

=
A O ©® O
o © o o

N
o

6.17 6.57

7.67

NL: 1.38E6

Base Peak m/z=
311.07929-311.08241 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

o

100 5.64

» O ©
o © o

N
o

6.01 6.39

7.45

NL: 1.37E6

Base Peak m/z=
311.07929-311.08241 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

Relative Abundance
» ® ® O
o O O oo
(621
[+
N

N
o

NL: 1.25E6

Base Peak m/z=
311.07929-311.08241 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o

4

o

Time (min)

Sekil 4.73. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfadimetoksin’in sinyal Seviyesi iizerine

etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100
80

60

40

20

4.33

4.70

NL: 1.01E6

Base Peak m/z=
265.07404-265.07670 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

0

100 4.33

N A O ®
o o o o

NL: 9.48E5

Base Peak m/z=
265.07404-265.07670 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

ey
o

S o
>
w
N

Relative Abundance
[oe]
o

2]
o o
b b b b

N
o

| \4.74 5.02

NL: 8.97E5

Base Peak m/z=
265.07404-265.07670 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o

6 7 8

o
i
N
w

Time (min)

9

Sekil 4.74. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfamerazin’in sinyal seviyesi iizerine

etkisi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100
80

60

40

20

4.65

0.29 4.95 5.53

NL: 1.13E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

100 4.65

N A O ®©
o O©o o o

NL: 1.09E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

-
o

o o
I
(=2}
w

Relative Abundance
[oe]
o

» O
o o
b b b b

N
o

NL: 1.03E6

Base Peak m/z=
279.08962-279.09242 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o

1

o

Time (min)

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\'\95\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

10

Sekil 4.75. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametazin’in Sinyal seviyesi iizerine

etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

4.92 NL: 2.74E5
100 3 Base Peak m/z=
80 4 254.05812-254.06066 F:
B FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 1 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 7
3 3.96
0 _ 4.91 NL: 2.08E5
100 3 Base Peak m/z=
80 4 254.05812-254.06066 F:
) = FTMS {1,1} + p ESI Full ms
© 60 7 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
T 40 7
c -
_g 20 7
< | 2.98 3.95
g 0 291 NL: 2.25E5
5100 B “”\ Base Peak m/z=
& 80 7 I 254.05812-254.06066 F:
E FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 “ [150.00-400.00] MS
= ‘ \ 100ppb_0.5asetik
40 7 ‘ \‘
20 | |
03 3.93 | | 5.32
LI s e B B O O B I O N B B I O B B
0 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.76. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametoksazol’iin sinyal seviyesi iizerine

etkisi
RT: 0.00 - 10.02 SM: 9G
_ 5.01 NL: 1.08E6
100 4.74 Base Peak m/z=
80 281.06888-281.07170 F:
E FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 o
20
01 536  6.34
_ 473 501 NL: 1.00E6
100 3J Base Peak m/z=
80 281.06888-281.07170 F:
o ] FTMS {1,1} + p ESI Full ms
S 60 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
< 40 7
s i
3 207
i o1 534 593
Eaeal 473 499 NL: 1.00E6
ElOO E I "\‘ Base Peak m/z=
@ gg 7 ‘\ I 281.06888-281.07170 F:
@ = g I FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [l | | [150.00-400.00] MS
3 i 100ppb_0.5asetik
40 | \‘ [
3 1]
20 7 ‘\ | ‘\ ‘\\
| |\
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 117 \5'\2? T T T T T 1T 1 1T T T T [ T T T T 11T 1T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.77.  Oksalik, formik ve asetik asidin siilfametoksipiridazin—
stilfamonometoksin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100
80

60

40

20

4.57

4.33

NL: 9.89E5

Base Peak m/z=
268.07370-268.07638 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

0

100 4.57

N A O ®
o o o o

NL: 9.49E5

Base Peak m/z=
268.07370-268.07638 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

ey
o

S o
>
]
a

Relative Abundance
sy (2] o]
o o o

N
o

|
I
4.33 | | 4.80

NL: 9.02E5

Base Peak m/z=
268.07370-268.07638 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o
OA
o

4

Time (min)

Sekil 4.78. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfamoksol’iin sinyal seviyesi {izerine

etkisi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G
100
80

60

40

20

4.22

4.72 5.24

NL: 8.53E5

Base Peak m/z=
250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.20ksalik

100

N A O ®©
o O©o o o

NL: 8.09E5

Base Peak m/z=
250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} +p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.01formik

S o
>
N
[

Rela'tive Abundance
o

©
o

» O
o o
b b b b

N
o

|\
| \4.65

NL: 7.60E5

Base Peak m/z=
250.06322-250.06572 F:
FTMS {1,1} + p ESI Full ms
[150.00-400.00] MS
100ppb_0.5asetik

o

o

1 2 3 4 5

Time (min)

L e e e e e e e
10

Sekil 4.79. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfapiridin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen ilknur KONAK

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

5.80 NL: 1.11E6
100 3 Base Peak m/z=
80 301.07386-301.07688 F:
B FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 1
0 4 0.36 2.70 6.20 6.72 7.20
_ 5.80 NL: 1.05E6
100 3 Base Peak m/z=
80 301.07386-301.07688 F:
° E FTMS {1,1} + p ESI Full ms
© 60 7 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
© 40
c |
_g 20 7
< 3 2.19 2.65 6.17 7.19 7.64 832 9.09 9.50
.g 0 _ 5.79 NL: 9.56E5
5100 B “\‘ Base Peak m/z=
& 80 4 | 301.07386-301.07688 F:
E i FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 I [150.00-400.00] MS
= | ‘ 100ppb_0.5asetik
40 4 [
20 I
] ) \_631  7.20 8.29 8.69  9.40
o] LI N s B B B B O B I B B O B B B
0 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.80. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfakinoksalin’in sinyal seviyesi iizerine
etkisi

RT:0.00 - 10.02 SM: 9G

4.15 NL: 6.17E5
100 | Base Peak m/z=
80 256.01961-256.02217 F:
3 FTMS {1,1} +p ESI Full ms
60 [150.00-400.00] MS
| 100ppb_0.20ksalik
40 7
20 7
q 4.44
0 _ 4.14 NL: 5.50E5
100 i Base Peak m/z=
80 256.01961-256.02217 F:
° E FTMS {1,1} +p ESI Full ms
o 60 [150.00-400.00] MS
S B 100ppb_0.01formik
T 40 7
c 3
2 204
< 0 4.40
2100 4 4.14 NL: 5.26E5
®100 3 | Base Peak m/z=
& 80 ‘\ 256.01961-256.02217 F:
] | FTMS {1,1} + p ESI Full ms
60 “ [150.00-400.00] MS
| | 100ppb_0.5asetik
40 7 ‘\ |
20 [
0 L L L L L L L L L L L \“ LI I S I O B O B O B B B ?8\3 T
0 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Sekil 4.81. Oksalik, formik ve asetik asidin siilfatiazol’lin sinyal Seviyesi iizerine etkisi

Yapilan istatistik analizi sonucunda hareketli faz bilesimine katilan oksalik
asidin, analitlerin cihazda vermis olduklar1 sinyal seviyesi iizerine 6nemli diizeyde
(p<0,05) etkisinin oldugu ve formik asit ve asetik aside gore iyonlagsmada daha etkili
oldugu tespit edilmistir.
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4.1.9. Hareketli faz B (0,2 mM oksalik asit/su, pH: 2,46) sabit tutularak A fazinda
(0,5 mM oksalik asit/su) oksalik asit ile birlikte farklh konsantrasyonlarda
amonyum format kullaniminin analiz sonuclarina etkisi

Hareketli faz B’de oksalik aside ilave olarak farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2
ve 5 mM) amonyum format kullaniminin analitlerin sinyal seviyesine etkisini incelemek
amaciyla yapilan analiz sonuglari Cizelge 4.11°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH
degerleri sirasiyla 3.31, 3.70, 4.11 ve 4.38’dir. Analiz sonuglar1 incelendiginde
analitlerin pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik gozlenmemistir. Yapilan
istatistik analizi sonucunda hareketli faz A’nin bilesimine katilan amonyum formatin,
analitlerin cihazda vermis olduklari sinyal biiyiikliigii tizerine 6nemli diizeyde (p<0,05)
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ancak bazi analitler acisindan farkli
konsantrasyonlarin sinyal seviyesine etkisinin olmadigi, bazi analitler agisindan ise
konsantrasyon arttikga sinyal seviyesinin distiigii belirlenmistir. Hareketli fazda
genellikle diisiik konsantrasyonda tuz kullanilmasi tercih edildigi i¢in 0,5 mM oksalik
asit ile I mM amonyum formatin birlikte kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Cizelge 4.11. Farkli konsantrasyonlarda amonyum format ilavesinin sinyal seviyesine

etkisi

Analit OmM 1mM 2mM 5mM

N-asetilsiilfadiazin 6,50E5%t0,39  2,40E6°+0,13 3,01E6%+0,03 2,76E6°+0,01
N-asetilsiilfamerazin 8,53E5°+0,47  2,59E6%+0,05 2,70E6%:0,00 2,53E6%+0,16
N-asetilsiilfametazin 1,34E6°+0,05  2,74E6%+0,04 2,91E6°+0,11 2,70E6°+0,03
N-asetilsiilfametoksazol ~ 3,05E5°+0,10  2,35E6°+0,04 2,50E6%+0,07 2,28E6°+0,04
N-asetilsiilfapiridin 9,45E5+0,64  2,61E6%+0,04 2,68E6%+0,01 2,45E6°+0,02
Siilfakloropiridazin 6,26E5°+0,02 1,50E6%+0,08 1,41E6%+0,06 1,28E6°+0,09
Siilfadiazin 9,53E5+0,13 1,45E6%+0,04 1,54E6%+0,11 1,42E6°+0,04
Siilfadimetoksin 1,30E6°£0,02 2,10E6%+0,11 1,99E6%+0,02 1,90E6°+0,00
Siilfamerazin 9,23E5°0,33 1,66E6%+0,02 1,60E6%+0,05 1,55E6°+0,02
Siilfametazin 1,08E6°+0,02 1,77E6%+0,00 1,77E62+0,02 1,62E6°+0,02
Siilfametoksazol 6,14E5°+0,10 1,53E6%+0,01 1,61E6%+0,04 1,42E6°+0,06
Stilfametoksipiridazin 1,06E6°+0,03 1,92E6%+0,11 1,84E6%:0,04 1,84E6°+0,02
Siilfamonometoksin 1,11E6°+0,03 1,97E6%+0,11 1,89E6%+0,05 1,89E6%£0,03
Siilfamoksol 9,89E5°+0,30 1,56E6%+:0,07 1,68E6%+0,09 1,60E6°+0,10
Stlfapiridin 8,46E5°+0,16 1,45E6%+0,02 1,38E6%£0,03 1,45E6°+0,06
Siilfakinoksalin 9,35E5+0,33 1,92E6%+0,06 1,94E6%+0,08 1,86E6°+0,02
Siilfatiazol 8,87E5°+0,06  1,80E6%+0,04 1,97E6%+0,08 1,65E6°+0,03

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farklilig: (p<0,05) ifade etmektedir

4.1.10. UHPLC’de olusturulan analiz metodu

Yapilan analizler sonucunda analitlerin pik sekilleri ve sinyal seviyeleri
acisindan en uygun hareketli faz bilesimlerinin asagida belirtilen sekilde olmasina karar
verilmistir. Bu kosullarda en uygun kolon akis hizinin 500 pL/dk, kolon sicakliginin
30°C ve enjeksiyon hacminin 5 pL oldugu tespit edilmistir.

Hareketli faz (A): 0,5 mM oksalik asit-1 mM amonyum format/su
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Hareketli faz (B): 0,2 mM oksalik asit/MeOH

Analiz siiresi 10 dakikadir, ancak ilk 6 dakikasinda tiim analitler tespit
edilmistir. Sonraki 2 dakikalik siirede kolondan %100 organik faz akitilarak kolonun
temizlenmesi amaclanmistir. Son 2 dakikalik siirede de hareketli fazlarin analiz
baslangi¢ oranlar1 kolondan akitilarak kolonun bir sonraki enjeksiyon i¢in sartlanmasi
saglanmustir.

4.2. Orbitrap Exactive HESI Parametrelerinin Belirlenmesi

UHPLC cihazinda analitlerin daha yiiksek pik alan1 verdigi, daha iyi pik sekli ve
ayrim goOsterdigi metot belirlendikten sonra kiitle spektrometresi kismindaki
parametrelerin belirlenmesine gecilmistir. Bu asamada, iyonlasmay1 ve olusan iyonlarin
kiitle analizoriine iletimini saglayan sheath ve auxiliary gazlarin akis hizlari, kapiler ve
heater sicakliklar1 ve sprey voltaji degerleri tespit edilmistir. Analiz edilen analitlerin
tarama araligi (scan range) kiitle degerlerine gore m/z 150-400 arasinda, C-trap
kapasitesi 1x10° ve maksimum enjeksiyon siiresi 20 ms olarak ayarlanmistir. Ayrica
analitlerin yapisindan dolay1 pozitif iyonlasma modu (ESI+) kullanilmgtir.

4.2.1. Kapiler ve heater sicaklik degerleri

ESI ile olusan yiiklii damlaciklar 1sitilmis kapilere dogru iletilirken 1sitilmis azot
gaz1 ile bu damlaciklardan yiiklii partikiiller agiga ¢ikmaktadir. Bu yilizden kapiler ve
azot gazinin (sheath gaz) sicakliginin iyonlarin analizére iletiminde 6nemli etkisi vardir.
Kapiler sicakligi 100-300 °C aralifinda ayarlanabilmektedir (Banerjee ve Mazumdar
2012). Diisiik sicakliklarda iyonlarin transfer verimi yiiksek sicakliklara gore daha iy1
bir sekilde gerceklesmektedir. Bu durum, kapilerin i¢indeki yiiklii damlaciklarin boyutu
ve sayisi ile ilgilidir. Diisiik kapiler sicakliginda, damlacik boyutu daha biiyiiktiir ve
daha diistiik hizda hareket etmektedir. Bu durum, damlaciklarin kapilerin i¢ duvarma
carparak yok olmasina engel olmaktadir. Sicaklik artis1 ise ¢Oziiciiniin uzaklagsmasina
yardimc1 olarak damlacik boyutunun kiiciilmesine ve gaz faz iyonlarin sayisinin
artmasia yol agmaktadir. Ancak bu durum yiiklii taneciklerin hizinda artisa neden
oldugu icin kapilerin i¢ duvarina g¢arparak sinyalde kayiplara neden olmaktadir. Bu
yiizden sicaklik ayarinin iyi bir sekilde yapilmasi gerekmektedir (Page vd 2007). Heater
sicakligi, ESI’de olusan iyonlarin analizdre iletimini saglayan azot gazinin 1sitilmasini
saglayarak sinyal seviyesine oOnemli diizeyde etki etmektedir. Spreyde olusan
damlaciklardan ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi analizore giren iyonlarin miktarinda artig
saglamaktadir (Ho vd 2003).

Literatiirde yer alan caligmalar incelendiginde kapiler sicakliginin 250-320 °C
arasinda kullanildigr ve genel olarak heater sicakliginin kapiler sicakligindan daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bilgilere dayanarak bu c¢alismada Cizelge 4.12°de
belirtilen degerler kullanilmistir. Kapiler ve heater sicakligini belirlerken yapilan
analizlerde sheath ve auxiliary sirasiyla 50 ve 20; sprey voltaji 4 kv’tur. Analiz
sonuglar1 incelendiginde kapiler ve heater sicakliklarmin analitlerin sinyal Seviyesi
lizerine istatistiki olarak onemli derecede etkisinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.12). En yiiksek sinyal seviyesi kapiler sicakligi 250°C’ye ve heater sicakligi 350°C’ye
ayarlandiginda elde edilmistir.
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Cizelge 4.12. Kapiler ve heater sicakliklarinin sinyal seviyesine etkisi

Kapiler sicakligi (°C) 250 275 300

Heater sicakligi (°C) 275 300 325 350 300 325 350 325 350
N-asetilsiilfadiazin 5,84E50,12 6,24E5"+0,13 6,65E59+0,07  7,72E5%0,15 | 8,53E5%+0,04 8,98E59+0,11 9,35E5¢+0,12 | 9,79E5°+0,10  1,03E6%:0,01
N-asetilsiilfamerazin 1,30E69+0,11  1,41E6%+0,04 1,44E6°+0,01  1,68E6°+0,07 | 1,81E6%+0,02 1,86E62+0,05 1,88E6%£0,04 | 1,90E6*+0,01  1,91E6%£0,02
N-asetilsiilfametazin 2,05E6°+0,01 2,10E6°+0,05 2,09E6°+0,01  2,30E6%+0,12 | 2,38E6%:0,06 2,37E6%+0,06 2,33E6%+0,01 | 2,27E6%+0,04  2,39E6%+0,07
N-asetilsiilfametoksazol | 6,16E5%+0,01 6,68E5%+0,11 6,78E5%+0,11  7,42E5%+0,09 | 7,28E5*+0,01  7,04E5™+0,01  7,34E5*+0,16 | 7,35E5%+0,14  7,44E5%0,27
N-asetilsiilfapiridin 1,64E69+0,04 1,77E6+0,06 1,82E6°£0,06  2,12E6%0,03 | 2,08E6*+0,04 2,04E6%+0,03  2,08E6%+0,01 | 2,05E6%°+0,07  1,99E6°+0,00
Siilfakloropiridazin 9,11E5%0,12  9,15E5%0,06  9,43E5%+0,10  1,03E6%0,04 | 9,94E5%+0,09  9,65E5°+0,09  9,47E5%+0,01 | 8,37E5°+0,13  8,53E5°+0,13
Siilfadiazin 1,15E6%+0,04  1,21E6°+0,08  1,16E6%+0,01 1,26E62*+0,01 | 1,30E6%0,01  1,19E6"4+0,03  1,11E69+0,06 | 9,64E5°+0,17  8,80E5°+0,10
Siilfadimetoksin 1,67E65+0,02  1,80E63¢d+0,05 1,83E6%°+0,04 1,88E6%£0,06 | 1,87E6%+0,06 1,76E6°%+0,01 1,77E6P9+0,01 | 1,72E6%+0,03 1,78E6P9+0,05
Siilfamerazin 1,45E62+0,02 1,47TE6%£0,04 1,39E62+0,04  1,46E62+0,06 | 1,49E6%+0,07  1,38E6%+0,07 1,38E62°+0,06 | 1,12E6°+0,02  1,26E6°+0,08
Siilfametazin 1,47E62+£0,01 1,55E6%£0,08 1,47E6%£0,06  1,52E62+0,03 | 1,54E6%+0,05 1,49E62+0,01 1,52E62+0,00 | 1,35E6°+0,04  1,23E6°+0,02
Siilfametoksazol 1,23E6°+0,01 1,23E6°+0,03 1,23E6£0,00  1,75E6%+0,04 | 1,23E6°+0,04 1,21E6°+0,01 1,25E6°+0,01 | 1,07E6°:0,01  1,06E6°+0,04
Siilfametoksipiridazin | 1,61E6°+£0,02  1,66E6°+0,02 1,62E6™+£0,04  1,27E6°:0,06 | 1,83E6%0,06 1,65E6°+0,04 1,67E6°+0,01 1,53E6°£0,04  1,44E69+0,01
Siilfamonometoksin 1,65E6+£0,01  1,71E6+0,02 1,67E6"+£0,04  1,32E6°:0,05 | 1,88E6%0,06 1,70E6°+0,03 1,72E6°+0,01 1,58E6°£0,04  1,49E69+0,01
Siilfamoksol 1,27E6°+0,01 1,33E6°+0,05 1,37E6°+0,08  1,67E6%+0,06 | 1,38E6P+0,08 1,33E6°+0,01 1,33E6°+0,01 1,16E6°+0,04  1,10E6°+0,00
Siilfapiridin 1,24E6%+0,06  1,31E6°+0,03 1,39E6P+0,04  1,47E6%+0,03 | 1,30E6%+0,01  1,34E6"+0,00  1,22E6°+0,04 | 1,10E6%+0,01  9,74E5%+0,12
Siilfakinoksalin 1,52E6%+0,01  1,58E6°9+0,04 1,56E6%+0,04 1,30E670,02 | 1,63E63°+0,03 1,65E6%+0,03  1,70E6%+0,06 | 1,46E6°+0,01  1,46E6°+0,03
Siilfatiazol 1,15E6°+0,00 1,20E6°+0,03 1,28E6P+£0,02  1,37E62+0,01 | 1,31E6°+0,04 1,30E6P+0,01 1,26E6P+0,04 | 1,06E6+0,02  1,01E6%+0,00

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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4.2.2. Sheath ve auxiliary gaz degerleri

Sheath gaz kapilerden kapilerin ucuna gelen sivimin iyi bir sekilde spreye
donilistimii agisindan O6nemlidir. Bu gaz ayni zamanda ESI probunda olusan yiiklii
damlaciklarin analizor girisine iletimini de saglamaktadir. Auxiliary gaz ise olusan
yikli  damlaciklardan  ¢Oziicliniin  uzaklastirllmasimi  saglayarak ~ boyutunun
azaltilmasinda rol almaktadir (Banerjee ve Mazumdar 2012). Cihazin kullanim
kitabinda belirtildigi lizere sheath ve auxiliary gaz i¢in minimum degerler sirasiyla 35
ve 10°dur (Anonymous 2009a). Bu bilgiye dayanarak analizde kullanilmak {izere
belirlenen sheath ve auxiliary gaz degerleri ve sinyal seviyesine etkileri Cizelge 4.13’de
belirtilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, analitlerin en yiiksek sinyal seviyesi

sheath gaz 40 ve auxiliary gaz 10 olarak ayarlandiginda elde edilmistir.

Cizelge 4.13. Sheath ve auxiliary gaz degerlerinin sinyal seviyesine etkisi

Sheath gaz 50

Auxiliary gaz 10 20 10 20 30
N-asetilsiilfadiazin 8,03E5%0,07 7,97E5%+0,04 | 7,93E5%+0,00 7,50E5°+0,16 6,41E5°+0,03
N-asetilsiilfamerazin | 1,83E6%:0,01 1,70E6°+0,01 | 1,83E6%£0,02  1,68E6°+0,07 1,42E6°0,01
N-asetilsiilfametazin | 3,06E6%:0,05 2,46E6°+0,03 | 2,98E6%£0,01  2,30E6°+0,12 1,76E6°+0,06
N-asetilsiilfametoksazol | 7,52E5%0,11 7,25E5°+0,08 | 7,54E5%0,09  7,28E5°+0,10 6,24E5°+0,02
N-asetilsiilfapiridin 2,4TE6%£0,02 2,09E6°+0,02 | 2,44E6°+0,01  2,12E6°+0,03 1,59E6°+0,01
Siilfakloropiridazin 1,27E6%+0,01 1,08E6°+0,01 | 1,26E6°+0,05 1,03E6°+0,04 7,86E5°+0,14
Siilfadiazin 1,77E6%+0,04 1,34E6°+0,00 | 1,75E6%+0,01  1,26E6°+0,01 8,64E5°+0,02
Siilfadimetoksin 3,01E6°+0,11 2,23E6P°+0,07 | 2,82E6%£0,02  1,84E6°+0,11 1,40E6°+0,06
Siilfamerazin 2,30E6°+0,00 1,68E6°+0,00 | 2,25E6°+0,09 1,46E6°:0,06 1,09E6%+0,01
Siilfametazin 2,63E6°+0,02 1,87E6°+0,11 | 2,42E6P+0,02 1,52E6%+0,03 1,20E6°+0,01
Siilfametoksazol 1,89E6%+0,05 1,47E6°+0,00 | 1,83E6%+0,03 1,75E6°+0,04 1,02E6°+0,03
Siilfametoksipiridazin | 2,69E6%:0,08 1,93E6°0,02 | 2,49E6°+0,09 1,27E6%:0,06 1,25E6%:0,02
Siilfamonometoksin | 2,74E6%:0,07 1,98E6°0,02 | 2,54E6°+0,07  1,32E6%:0,05 1,29E6%:0,02
Suilfamoksol 2,07E6%£0,03 1,55E6+0,01 | 1,99E6°+0,00 1,67E6°+0,06 1,06E6°+0,00
Siilfapiridin 2,12E6%£0,08 1,54E6°+0,07 | 2,01E6°+0,08 1,47E6°+0,03 1,02E6°+0,02
Siilfakinoksalin 2,34E6%0,01 1,80E6°+0,09 | 2,33E6°+0,01  1,30E6°+0,02 1,29E6°+0,08
Siilfatiazol 1,66E6°+£0,03 1,35E6°+0,05 | 1,63E6%+0,01 1,37E6°+0,01 1,01E6°+0,01

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmigtir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 (p<0,05) ifade etmektedir

4.2.3. Sprey voltaj degerleri

Kapilerin ¢ikisindaki uca wuygulanan sprey voltaji, burada olusturdugu
elektiriksel alan ile siv1 yiizeyinden yiiklii damlaciklarin olusarak ayrilmasinda énemli
rol oynamaktadir. Metanol ilavesinin olmadig1 sulu ¢ozeltiler ile stabil sprey olusumu
oldukca zor veya imkansizdir. Sulu ¢ozeltinin oraninin arttigr durumlarda stabil sprey
olusumu, voltajin arttirilmasi ile gézlemlenmistir (Cech ve Enke 2001). Bu bilgiye
dayanarak analizde kullanilmak {izere belirlenen sprey voltaji degerleri ve sinyal
seviyesine etkileri Cizelge 4.14°de belirtilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde,
analitlerin en yiiksek sinyal seviyesine 4 kV, en diisiik sinyal miktarina ise 3 kV
degerinde ulastig1 tespit edilmistir.
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Cizelge 4.14. Sprey voltajinin sinyal seviyesine etkisi

Sprey voltaji (kV) 3 3.5 4

N-asetilsiilfadiazin 7,26E5°+0,11 7,73E5°+0,01 8,03E5%+0,07
N-asetilstilfamerazin 1,73E6+0,00 1,85E6=+0,03 1,83E6=+0,01
N-asetilsiilfametazin 2,89E6+0,04 3,00E6+0,11 3,06E6=+0,05
N-asetilsiilfametoksazol 7,26E5+0,00 7,44E5+0,19 7,44E5+0,23
N-asetilsiilfapiridin 2,32E6°+0,01 2,42E6%+0,03 2,47E6%+0,02
Stilfakloropiridazin 1,19E6+0,03 1,24E6+0,04 1,27E6=+0,01
Siilfadiazin 1,68E6°+0,01 1,67E6°+0,01 1,77E6%+£0,04
Siilfadimetoksin 2,79E6+0,11 2,89E6+0,01 3,01E6+0,11
Siilfamerazin 2,15E6°+0,04 2,26E6%+0,00 2,30E6%+0,00
Siilfametazin 2,41E6°+0,04 2,46E6%+0,10 2,63E6%+0,02
Silfametoksazol 1,81E6°+0,01 1,87E6%+0,04 1,91E6%+0,02
Siilfametoksipiridazin 2,53E6°+0,03 2,60E6%+0,09 2,73E6°+0,04
Siilfamonometoksin 2,57E6+0,03 2,65E6%+0,08 2,79E6%+0,04
Siilfamoksol 1,93E6"+0,04 2,01E6%+0,01 2,07E6%+0,03
Siilfapiridin 2,01E6°+0,00 2,03E6°+0,04 2,15E6%+0,04
Siilfakinoksalin 2,28E6°+0,02 2,35E6%:0,03 2,34E6%+0,01
Siilfatiazol 1,54E6°+0,03 1,65E6%+0,01 1,66E6%+0,03

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.3. Hizlandirilmis Cozgen Ekstraksiyonu Yonteminin Gelistirilmesi

Bu teknikte metot gelistirme asamasinda oncelikle numuneyi temsil edebilecek
ornek miktarinin ve belirlenen 6rnek miktarinin konulabilecegi uygun boyuttaki
ekstraksiyon hiicresinin se¢iminin yapilmasi gerekmektedir. Hiicrenin tamamen 6rnek
ile doldurulmasi sart degildir; ancak hiicrenin dolu olmasi ekstraksiyon isleminde daha
az miktarda ¢dzgenin harcanmasini saglamaktadir. Ornek miktar1 ve hiicre hacmi
belirlendikten sonra cihaz parametreleri standart degerlerde ayarlanarak uygun
ekstraksiyon ¢ozgeninin (tek veya karisim) se¢imi yapilmalidir. Kullanilacak ¢ozgen ve
bilesimi belirlendikten sonra ekstraksiyon sicakligi, dongii sayist ve statik modun siiresi
belirlenmelidir (Luthria vd 2004).

Bu calismada, 10 mL’lik hiicreler kullanilmistir. Ekstraksiyonda kiiciik boyutta
hiicrelerin kullanilmast hem numune hem de ¢ozgen tiikketiminin azaltilmas1 acisindan
onemlidir (Kantiani vd 2010). Hiicreyi tamamen doldurmak icin sadece 5 g 6rnek veya
2,5 g ornek ile birlikte 1 g diatom tograg: kullanilmistir. Diatom topragi hiicreye 6rnek
konulmadan 6nce, konulduktan sonra ve 6rnek ile karistirilmis olarak 3 farkli sekilde
konulmustur. Ekstraksiyon isleminin verimini belirlemek amaciyla oOrneklerde son
konsantrasyon 10 ppb olacak sekilde drneklere standart karisimdan 100 pL ilave edilmis
ve 30 dk beklenmistir. Cihaz parametreleri sabit kosullarda tutularak yapilan analiz
sonuclarina gore sonraki asamalara sadece ornek kullanilarak devam edilmesine karar
verilmistir. ASE 350 cihazinda basing degeri degismemektedir ve otomatik olarak 1500
psi’ye ayarlanmistir. Literatiirde yapilan bazi calismalarda, basincin ekstraksiyon verimi
iizerine ¢ok az diizeyde etkisinin oldugu, sistemde yiiksek basincin kullanilmasinin asil
amacinin ¢ozgeni sivi fazda tutabilmesi oldugu belirtilmektedir. Ekstraksiyonu
etkileyen degiskenler arasinda ekstraksiyon c¢6zgeni ve sicaklik parametreleri ASE
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sistemi lizerinde biyiik etkiye sahiptir (Carabias-Martinez vd 2005). Bu yiizden bu
calismada Oncelikle bu parametrelerin ekstraksiyon verimi {izerine etkisi incelenmistir.

4.3.1. Ekstraksiyonda kullanilan ¢6zgenin belirlenmesi

Hizlandirilmis ¢ozgen ekstraksiyonu, yiiksek sicaklik ve basing altindaki sivi
¢ozgenin kullanilmasiyla analitlerin kati matriksten hizli ve verimli bir sekilde
ekstraksiyonunu saglayan bir ornek hazirlama teknigidir. Bu ekstraksiyon tekniginin
optimizasyonu genel olarak uygun ekstraksiyon ¢dzgeninin se¢imi ile baslamaktadir.
Kullanilacak ¢6zgenin ilgili analitlerin ¢oziinerek matriksten ayrilmasini saglarken diger
matriks bilesiklerinin ekstraksiyonunu en aza indirmesi gerekmektedir. Bu yiizden,
¢ozgenin polaritesi hedef analitin polaritesine yakin olmalidir. Polar olmayan ve
lipofilik bilesikler i¢in genel olarak hegzan ve pentan gibi polar olmayan ve su ile
karismayan ¢ozgenler kullanilirken; polar yapida olan asetonitril, metanol ve su, polar
ve hidrofilik ozellikteki bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir (Carabias-
Martinez vd 2005). Ayrica ¢ozgen se¢iminde ekstraksiyondan sonra analiz icin
kullanilacak teknigin de gbéz oOnilinde bulundurulmasi gerekmektedir. LC sistemlerde
hareketli faz olarak kullanilan asetonitril ve metanoliin ekstraksiyonda kullanilmasi
ekstraktlarin dogrudan cihaza enjeksiyonuna olanak saglarken, diger c¢ozgenlerin
kullanilmast durumunda evaporasyon gibi ek islemlerin yapilmasit gerekmektedir
(Luthria vd 2004).

Bu ¢alismada, stilfonamid grubu antibiyotiklerin polar yapisindan dolay1 ¢6zgen
olarak asetonitril, metanol ve su kullanilmistir. Ekstraksiyon isleminde oncelikle su ve
suyun diger iki c¢ozgen ile belirli oranlarda karistmi denenmistir. ASE sistemi
uygulanarak Gentili vd (2004) tarafindan et ve bebek gidalarinda 160 °C’de su ve
Kantiani vd (2010) tarafindan hayvan yemlerinde 55 °C’de metanol:su (20:80) karigimi
kullanilarak siilfonamid grubu antibiyotiklerin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bu iki
caligmanin aksine, bu ¢alismada bebek gidalarinin toz yapida olmasindan dolay1 hiicre
icerisindeki 0rnegin yiiksek sicaklikta suyun etkisiyle viskoz bir yap1 olusturdugu ve
basin¢ yardimiyla toplama kabina aktarilirken seliiloz filtreyi tikadig i¢in sistemin hata
verdigi tespit edilmistir. Bu yilizden denemelere asetonitril ve metanol ile devam
edilmistir. Bu ¢ozgenler hem tek olarak hem de belirli oranlarda birbiriyle karistirilarak
kullanilmistir. Cozgen bilesiminin ve karisim oranlarinin ekstraksiyon verimi {izerine
etkisi analitlerin cihazda vermis oldugu sinyal seviyesi ile degerlendirilmistir. Analiz
sonuclar1 Cizelge 4.15’de belirtilmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, analitlerin ekstraksiyonunda asetonitrilin
tek basina kullanilmasinin en diisiik geri kazanim degerlerini verdigi tespit edilmistir.
Asetonitrilin belirtilen oranlarda metanol ile karistirilmasinin analitlerin geri kazaniminm
artirdig1 ancak analitlerin ¢ogunda sinyal seviyesini istatistiki olarak etkilemedigi
belirlenmigtir. Ayrica karisimdaki metanol oraninin artmasi 6rnegin yiliksek oranda
cOziinerek toplama kabimna geg¢mesine ve ekstraktin daha bulanik olmasina neden
olmustur (Sekil 4.82). Ekstrakt igerisinde analitler disinda diger bilesiklerin yogun
olarak bulunmasi hem ekstraksiyonun ikinci agsamasinda (temizleme-clean up) hem de
kromatografik analizde sorunlara neden olmaktadir. LC-MS analizinde hem kolon émrii
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acisindan hem de kiitle analizoriiniin kirliligi agisindan ekstraktin miimkiin oldugunca
temiz olmasi 6nemlidir.

Cizelge 4.15. Cozgen bilesiminin ve karisim oranlarinin sinyal seviyesine etkisi

ACN:MeOH ACN:MeOH ACN:MeOH ACN:MeOH ACN:MeOH

(5:0) (4:1) (3:2) (2:3) (1:4)
n-asetilsiilfadiazin 0,87+ 0,03 1,312+ 0,06 1,302+ 0,01 1,252+ 0,04 1,322+ 0,04
n-asetilsiilfamerazin 0,81°+ 0,07 1,282+ 0,10 1,292+ 0,08 1,172+ 0,10 1,282+ 0,08
n-asetilsiilfametazin 0,94¢+ 0,08 1,532+ 0,01 1,48% + 0,04 1,39° £ 0,09 1,41°+ 0,05
n-asetilstilfametoksazol 0,89¢+ 0,03 1,322+ 0,04 1,262 + 0,04 1,20° + 0,09 1,25% + 0,05
n-asetilsiilfapiridin 0,81¢+ 0,06 1,232+ 0,01 1,143 + 0,07 1,20°+ 0,03 1,31°+ 0,07
stilfakloropiridazin 0,62¢ =+ 0,09 0,982+ 0,08 0,918+ 0,01 0,82+ 0,09 0,83+ 0,06
siilfadiazin 0,579+ 0,03 0,902+ 0,08 0,78+ 0,09 0,72b¢ + 0,05 0,69¢+ 0,01
siilfadimetoksin 0,87°+ 0,07 1,222+ 0,06 1,182+ 0,04 1,152+ 0,09 1,132+ 0,03
siilfamerazin 0,66° + 0,05 0,992+ 0,09 0,962+ 0,10 0,912+ 0,06 0,942+ 0,03
siilfametazin 0,65¢+ 0,06 1,002 + 0,04 0,96% + 0,05 0,90 + 0,04 0,90 + 0,03
stilfametoksazol 0,792+ 0,11 1,202+ 0,10 1,082+ 0,06 1,102+ 0,08 1,082+ 0,05
stilfametoksipiridazin 0,74 + 0,07 1,142+ 0,08 1,092+ 0,06 1,052+ 0,09 1,072+ 0,04
stilfamonometoksin 0,76° + 0,08 1,192+ 0,08 1,142+ 0,06 1,082+ 0,12 1,122+ 0,04
siilfamoksol 0,62¢+ 0,04 0,952 + 0,08 0,902 + 0,08 0,85 + 0,02 0,86° + 0,02
siilfapiridin 0,612 + 0,06 0,902+ 0,03 0,892+ 0,01 0,882+ 0,04 0,862+ 0,03
siilfakinoksalin 0,83°+ 0,04 1,192+ 0,06 1,202+ 0,06 1,142+ 0,08 1,152+ 0,01
siilfatiazol 0,66° + 0,05 1,002 + 0,06 0,962+ 0,10 0,932+ 0,13 0,962 + 0,09

*Degerler ortalama (ES) + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 (p<0,05) ifade etmektedir

T . e 1 - - = o —

ACN:MeOH (1:4) |

Sekil 4.82. Ekstraksiyonda asetonitril ve metanol karisimlarinin kullanilmasi sonucunda
elde edilen ekstraktlarin goriiniimleri

4.3.2. Ekstraksiyonda kullanilan ¢6zgenin asit konsantrasyonunun belirlenmesi

Kuvvetli asitlerin (hidroklorik, nitrik, siilfiirik) 6rnegin konuldugu hiicreye ve
sistemde ¢Ozgenin gectigi hatlara zarar vermesinden dolay1r bu asitler hizlandirilmisg
cozgen ekstraksiyonunda kullanilmamaktadir. Ekstraksiyon isleminde asidik kosullarin
gerekli olmasit durumunda asetik, fosforik vd. gibi zayif asitlerin diisiik
konsantrasyonlart (%]1-5) kullanilabilmektedir (Luthria vd 2004). Bu c¢alismada, %0-3
konsantrasyonunda asetik asit iceren ¢ozgenin ekstraksiyon verimi iizerine etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.16°da belirtilmistir. Genel olarak %1 asit
konsantrasyonu ile yapilan ekstraksiyonlarda analitlerin sinyal seviyesi en yiiksek
olmakla birlikte c¢ogu analit acisindan ortalamalar arasinda istatistiki bir fark
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gozlenmemistir. Caligmaya %1 asetik asit konsantrasyonunda ¢ozgen kullanilarak

devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.16. Asit konsantrasyonunun sinyal seviyesine etkisi

%0 %1 %2 %3
n-asetilsiilfadiazin 1,26+0,05 1,32+0,08 1,30+£0.05 1,26 +0,06
n-asetilsiilfamerazin 1,20+ 0,04 1,29 +0,08 1,30?+0,07 1,18+ 0,06
n-asetilsiilfametazin 1,39+ 0,01 1,51*+0,03 1,522+0,12 1,40°+0,05
n-asetilsiilfametoksazol 1,25°+ 0,01 1,332+0,02 1,31*+0,06 1,25+ 0,06
n-asetilsiilfapiridin 1,18°+0,02 1,312+0,08 1,342+0,06 1,19°+0,08
siilfakloropiridazin 0,86+0,03 0,94+0,13 0,89+0,09 0.86+0,11
siilfadiazin 0,81 +0,03 0,88+0,11 0,84+0,09 0,82+0,13
siilfadimetoksin 1,16 +£0,08 1,17+0,12 1,20+£0,08 1,16 +0,09
siilfamerazin 0,92+0,02 099+0,10 1,01£0,12 0,91+0,07
stilfametazin 0,94+0,01 0,99+0,06 097+0,09 0,93+0,07
siilfametoksazol 1,LI1+£0,03 1,20+0,10 121+0,14 1,09+0,10
siilfametoksipiridazin 1,01 £0,01  1,03£0,09 1,04+0,09 0,99+0,11
siillffamonometoksin 1,05 +0,01 1,14+0,08 1,10+0,11 1,07+£0,13
stilfamoksol 0,90+0,01 1,00+021 091+0,09 0,88+0,10
siilfapiridin 0,88+0,02 0,90+0,03 0,89+0,10 0,84+0,10
siilfakinoksalin 1,18+0,02 1,19+0,06 125+0,11 1,14+0,12
siilfatiazol 0,96+0,02 1,00+0,06 1,00£0,13 0,96+0,16

*Degerler ortalama (E5) + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.3.3. Ekstraksiyon sicakhiginin belirlenmesi

Sicaklik hizlandirilmis ¢6zgen ekstraksiyonunda kritik bir parametredir. Yiiksek
sicaklik ¢ozgenin viskozitesini diisiirerek matriksin igerisine daha iyi penetrasyonunu
saglamaktadir. Ancak yiiksek sicaklik 1siya duyarl bilesiklerin par¢alanmasina neden
olabilmekte ve ayrica hedef analit disinda matriksten diger bilesiklerin de ekstrakta
gecisini artirarak analiz yonteminin seciciligini ve hassasiyetini baskilayabilmektedir
(Garcia-Galan vd 2013). Bu ¢alismada, ekstraksiyon sicakligi olarak 40, 50, 60, 70, 80
ve 90 °C secilmistir. Cizelge 4.17°de goriildigl tlizere, sicakligin ekstraksiyon verimi
tizerine etkisi vardir. Sicaklik arttik¢a analitlerin sinyal seviyesi artmaktadir. Ancak 70,
80 ve 90 °C sicakliklar1 arasinda istatistiki olarak bir fark gézlenmemistir. Sekil 4.83’de
de goriildiigii tizere sicaklik arttik¢a ekstraktin bulaniklig (6zellikle 90 °C’de) bir baska
deyisle ekstrakta gecen diger matriks bilesikleri artmistir. Bu yiizden ekstraksiyon
sicaklig1 olarak 70 °C secilerek diger asamaya gegilmistir. Yu vd (2011) tarafindan et
tiriinlerinde siilfonamid grubu antibiyotiklerin analizi ile ilgili yapilan bir caligmada da
ekstraksiyon ASE sisteminde 70 °C’de gerceklestirilmistir. Bu sicakligin iizerinde
analitlerin geri kazaniminin diistiii ve matriksin parcalanarak ekstraktta dagildigi
belirtilmistir.

107



BULGULAR VE TARTISMA Ulgen Ilknur KONAK

Cizelge 4.17. Ekstraksiyon sicakliginin sinyal seviyesine etkisi

40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C

n-asetilstilfadiazin 1,066+0,01 1,149+£0,05 1,26°+0,03 1,30*+0,04 1,378+£0,01  1,33%+0,07
n-asetilstilfamerazin 0,96°+0,09 1,05€+0,09 1,17°+0,05 1,23%+0,05 1,30°+0,11  1,29% 0,07
n-asetilsiilfametazin 1,182+ 0,02 1,22°+0,09 1,402+0,06 1,442+0,07 1,472+0,08 1,432+0,08
n-asetilsiilfametoksazol ~ 1,06°+0,07 1,15°+0,11 1,23%+0,08 1,282+0,02 1,322+0,08 1,332+ 0,08

n-asetilsiilfapiridin 1,01+ 0,10 1,08°+0,16 1,20®+0,11 1,242+ 0,03 1,282+ 0,07 1,298+ 0,14
stilfakloropiridazin 0,70+ 0,09 0,77%+0,15 0,83+ 0,08 0,902+0,07 0,85%+0,09 0,872+0,14
siilfadiazin 0,67+ 0,07 0,74%+0,15 0,842+ 0,13 0,852+ 0,08 0,82+ 0,14 0,83+ 0,11
siilfadimetoksin 1,03+0,09 1,03+0,11 1,16 £0,12 1,13+0,09 1,17 £0,06 1,15+0,12
siilfamerazin 0,76+ 0,09 0,86%+ 0,17 0,872+ 0,09 0,942+ 0,05 0,962+ 0,12 0,982+0,13
siilfametazin 077°+0,07 0,86%+£0,11 0942+007 0942+001 0989+0,12 1,002+ 0,14
suilfametoksazol 0,94+ 0,09 1,01%+0,12 1,08%+0,14 1,162+0,08 1,132+ 0,15 1,172+ 0,17
stilfametoksipiridazin 0,817+ 0,05 0,922+ 0,14 0,992+ 0,09 1,032+ 0,11 1,072+0,14 1,072+0,18
siilfamonometoksin 0,88°+ 0,09 0,95%+0,17 1,03%+0,08 1,082+0,09 1,082+0,13 1,072+0,16
siilfamoksol 0,73+ 0,07 0,80%+0,16 0,87%+0,11 0,88%+0,06 0,89%+0,11 0,942+0,18
stilfapiridin 0,71+ 0,08 0,81%+0,16 0,83%+0,08 0,902+0,07 0,912+0,14 0,902+ 0,16
sulfakinoksalin 0,94b+ 0,11 1,04%+0,19 1,13%+0,15 1,158+ 0,05 1,202+ 0,18 1,202+ 0,14
siilfatiazol 077°£0,12 0,90%+0,15 0,91%+0,07 1,000£0,07 097°+0,13 0,98 =021

*Degerler ortalama (ES)+ standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

| 80°C | | 90°C
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Sekil 4.83. Farkli sicakliklarda gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen
ekstraktlarin gortintimleri

4.3.4. Statik siiresinin, yikama hacminin ve dongii sayisinin belirlenmesi

Cizelge 4.18-20’de belirtilen statik siiresi, yitkama hacmi ve dongii sayisinda
elde edilen analitlerin sinyal seviyesi ortalamalar1 verilmistir. Ayrica bu parametrelerin
analitlerin ekstraksiyon verimi iizerine etkisi istatistiki olarak degerlendirilip Cizelge
4.21°de belirtilmigtir. Elde edilen sonucglara gore ideal ekstraksiyon kosullari statik
stiresi 5 dk, yitkama hacmi %60 ve dongii sayis1 3 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
yapilan ekstraksiyon sonucunda 18 ml ekstrakt elde edilmistir. Statik siiresi arttikca
analitlerin sinyal seviyesi ortalamalari artmasina ragmen g¢ogu analitin ortalamalari
arasinda istatistiki olarak fark c¢ikmamustir. Statik siiresinin kisa olmasi hem analiz
stiresinin kisalmast hem de uzun silire ¢ozgen ile temas eden matriksten diger
bilesenlerin de ayrilmasini azaltmasi1 ve ekstraktin daha berrak olmasi agisindan
onemlidir. Aym sekilde dongii sayisinin fazla olmasi analitlerin ekstraksiyon ¢ézgenine
diflizyonunun daha iyi olmasini saglamaktadir. Literatiirde 6rnek igerisindeki analitlerin
ilk ve ikinci dongiide yliksek oranda matriksten alinabildigi, {i¢iincli dongiliniin ise
ekstraksiyonda giivenilirligi artirmak amaciyla ilave edildigi belirtilmistir (Garcia-Galan
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vd 2013). Bu ¢alismada da, analitlerin genel olarak ilk dongiide biiyiik oranda ekstrakta
gectigi ve dongii sayisi arttikga elde edilen sinyal seviyesinin arttigi tespit edilmistir.
Analitlerin ¢ogunda ikinci ve lgiincii dongii agisindan sinyal seviyesi ortalamalari
arasinda istatistiki olarak bir fark olmadig belirlenmistir.

Cizelge 4.18. Analitlerin sinyal seviyelerinin statik siiresine (5 dk), yitkama hacmine ve

dongii sayisina bagli olarak degisimi

Statik siiresi (dk) 5

Yikama hacmi (%) 60 80 100
Doéngii sayisi 1 2 3 1 2 3 1
n-asetilsiilfadiazin 1,32+0,074 135+0,01 1,40+0,05 | 1,31+0,07 1,40+0,01 1,42+0,02 | 1,14+0,18
n-asetilsiilfamerazin 1,29 +£ 0,07 1,32+0,07 1,34+0,15 | 1,27+0,04 1,35+0,07 1,35+0,11 | 1,07+0,13
n-asetilsiilfametazin 1,46 0,01 1,54+0,08 1,57+0,09 | 1,46+£0,03 148+0,02 1,51£0,02 | 1,27+0,13
n-asetilsiilfametoksazol | 1,29 + 0,05 1,35+0,01 1,37+0,05 | 1,31+0,02 1,34+0,01 1,37+0,13 | 1,13+0,14
n-asetilsiilfapiridin 1,27 +0,01 1,34+0,09 1,33+0,16 | 1,27+0,02 1,30+0,02 1,30+0,11 | 1,12+0,13
siilfakloropiridazin 0,86 + 0,08 091+0,10 0,91+0,11 | 0,89+0,06 0,91+0,09 0,94+0,08 | 0,74+ 0,09
stilfadiazin 0,85+0,11 0,88+0,08 0,89+0,07 | 0,82+0,04 0,88+0,04 0,90+0,05 | 0,72+0,10
stilfadimetoksin 1,21+0,01 1,26 £0,01 1,28+0,12 | 1,18+0,02 1,21+0,06 130+0,04 | 1,04+0,17
stilfamerazin 095+0,07 099+0,11 1,01+0,13 | 0,95+0,04 098+0,08 1,00+0,04 | 0,80+0,13
siilfametazin 098+0,06 099+003 099+0,09 | 094+0,05 1,02+0,05 1,02+0,04 | 0,85+0,08
stilfametoksazol 1,11 +£0,02 1,21+£0,08 1,24+0,13 | 1,13+£0,04 1,18+0,08 1,20+£0,08 | 0,99+0,18
stilfametoksipiridazin 1,02+0,15 1,08+0,14 1,12+0,20 | 1,06+0,08 1,11+£0,12 1,13+£0,15 | 0,88+0,08
siilfamonometoksin 1,10+ 0,03 1,L17+0,01 1,19+0,10 | 1,11+0,01 1,16+0,05 1,19+0,06 | 0,92+0,13
stilfamoksol 0,89+0,02  093+0,03 094+0,10 | 0,88+0,02 0,95+0,04 0,97+0,07 | 0,79+0,13
stilfapiridin 0,87+0,09 090+0,08 091+0,15 | 087+0,07 089+0,11 0,93+0,10 | 0,74+0,12
siilfakinoksalin 1,20+ 0,11 1,24+£0,07 1,23+0,12 | 1,18+0,01 1,24+0,09 1,26+0,09 | 0,99 +0,18
siilfatiazol 0,92+0,07 098+0,11 097+0,16 | 0,96+0,04 099+0,12 1,03+0,10 | 0,83+0,12

*Degerler ortalama (ES) + standart sapma olarak belirtilmistir

Cizelge 4.19. Analitlerin sinyal seviyelerinin statik siiresine (10 dk), yikama hacmine ve

dongii sayisina bagl olarak degisimi

Statik siiresi (dk) 10

Yikama hacmi (%) 60 80 100
Dongii sayisi 1 2 3 1 2 3 1
n-asetilsiilfadiazin 1,32+0,08 1,37+0,05 1,42+0,08 | 1,31+0,10 1,33+0,01 1,34+0,05 | 1,25+0,03
n-asetilsiilfamerazin 1,26+0,19 1,32+0,11 1,34+0,18 | 1,24+0,16 1,22+0,15 1,26+0,07 | 1,22+0,10
n-asetilsiilfametazin 1,51+0,16 1,53+0,18 1,51+0,16 | 1,59+0,16 1,59+0,07 1,50+0,15 | 1,42+0,05
n-asetilsiilfametoksazol | 1,31+0,08 1,36+0,09 1,36+0,15 | 1,29+0,11 1,27+0,11 1,24+0,10 | 1,20£0,12
n-asetilsiilfapiridin 1,32+0,14 1,34+0,14 1,40+0,13 | 1,30+£020 1,27+0,16 132+0,15 | 1,19+0,10
stilfakloropiridazin 0,85+0,16 090+0,15 090+0,13 | 0,84+0,11 085+0,10 0,88=+0,15 | 0,83+0,10
siilfadiazin 0,79+0,15 084+0,12 081£0,16 | 0,76+0,17 0,79+0,16 0,79+0,10 | 0,79 +0,06
siilfadimetoksin 1,27+0,17 128+0,07 121+0,09 | 1,23+£0,13 1,20£0,11 1,23+0,01 | 1,19+0,05
stilfamerazin 0,89+0,13 095+0,18 097+0,16 | 0,88+0,18 0,88+0,21 0,95+0,14 | 0,88 +0,11
siilfametazin 095+0,14 096+0,13 1,04+£0,13 | 0,93+£0,19 092+020 0,98=+0,18 | 0,90+0,17
siilfametoksazol 1,14+022 1,12+0,18 1,16+023 | 1,08+0,28 1,09+0,27 1,09+0,15 | 1,06+0,14
stilfametoksipiridazin 1,05+0,27 1,08+0,19 1,12+0,21 | 1,01+£0,25 0,99+0,23 1,06+0,21 | 0,99+0,15
siilfamonometoksin 1,09+021 1,12+0,14 1,19+0,11 | 1,04+020 1,03+0,15 1,10+0,17 | 1,01 £0,13
siilfamoksol 0,90+0,17 090+0,08 095+0,17 | 0,84+0,15 0,83+0,18 0,87+0,11 | 0,87+0,12
stilfapiridin 0,82+0,14 085+0,18 090+0,14 | 0,79+0,15 083+0,17 0,83+0,15 | 0,80 +0,10
siilfakinoksalin 1,16+0,18 1,18+0,18 1,25+024 | 1,09+0,19 1,10£020 1,16+0,16 | 1,09 +0,12
siilfatiazol 0,90+020 090+0,16 094+022 | 086+0,16 086+0,19 096=+0,16 | 0,85+0,14

*Degerler ortalama (E5) + standart sapma olarak belirtilmistir
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Cizelge 4.20. Analitlerin sinyal seviyelerinin statik siiresine (15 dk), yikama hacmine ve
dongii sayisina bagli olarak degisimi

Statik siiresi (dk) 15

Yikama hacmi (%) 60 80 100
Dongii sayisi 1 2 3 1 2 3 1
n-asetilsiilfadiazin 1,32+0,01 1,39+0,02 1,37+0,03 | 1,34+0,13 1,44+£0,04 1,37+0,06 | 1,35+0,01
n-asetilsiilfamerazin 1,24+0,08 1,34+0,09 1,35+0,14 | 1,35+0,16 1,38=+0,06 1,32+0,14 | 1,31+0,14
n-asetilsiilfametazin 1,52+0,12 1,58+0,10 1,58+0,07 | 1,58+0,12 1,54+0,02 1,56+0,10 | 1,55+0,12
n-asetilsiilfametoksazol | 1,32+0,08 1,36+0,05 1,37+0,10 | 1,34+0,18 1,39+0,10 1,38+0,16 | 1,33+0,10
n-asetilsiilfapiridin 1,25+0,17 137+0,10 1,37+£021 | 1,32+0,21 1,34+0,12 1,38+0,14 | 1,32+0,23
siilfakloropiridazin 0,84+0,10 091+0,04 095+0,13 | 090+0,13 0,87+0,07 0,88+0,10 | 0,90+0,11
stilfadiazin 0,80+0,07 091+0,08 093+0,12 | 0,84+0,13 0,90+0,07 0,84+0,06 | 0,86=+0,07
stilfadimetoksin 1,21+0,04 131+0,11 125+0,11 | 1,29+0,16 1,22+0,05 1,30+0,03 | 1,26+0,14
stilfamerazin 093+0,13 1,01+0,07 1,04+0,08 | 1,00+£0,17 1,02+0,06 097+0,12 | 0,97+0,14
stilfametazin 0,96+0,09 1,03+0,03 1,05+0,13 | 0,99+0,14 1,01+0,01 1,00+0,10 | 1,00£0,14
stilfametoksazol 1,17+0,05 1,21+0,07 122+0,10 | 1,21+0,11 1,19+0,06 1,18+0,17 | 1,18+0,15
stilfametoksipiridazin 0,97+0,16 1,07+0,18 1,10£0,19 | 1,02+0,27 099+0,23 1,05+0,21 | 1,07+0,25
siilfamonometoksin 1,04+£0,04 1,17+£0,03 1,19+£006 | 1,11£0,14 1,16+0,01 1,140,090 | 1,12+0,17
stilfamoksol 0,88+033 0,93+0,01 0,97+0,07 | 094+0,14 095+0,08 093+0,07 | 0,92+0,13
stilfapiridin 0,83+0,05 0,93+0,03 0,96+0,10 | 0,89+0,11 0,94+0,06 093+0,06 | 0,88+0,12
siilfakinoksalin 1,15+0,08 1,23+0,02 1,25+0,11 1,18+0,18 1,22+0,04 1,15+0,04 | 1,20£0,16
siilfatiazol 0,86+0,01 094+0,06 097+005 | 090+0,14 094+003 093+0,12 | 0,92+0,11

*Degerler ortalama (ES) + standart sapma olarak belirtilmistir

Cizelge 4.21. Statik siiresinin, yitkama hacminin ve dongii sayisinin sinyal seviyesine
etkisi

N-asetilsiilfadiazin

Statik 5 dk 10 dk 15 dk

stiresi 1,333+0,111 1,333 £ 0,072 1,365 + 0,062
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,360% + 0,058 1,3592+ 0,071 1,245+ 0,123
Dongii 1 2 3

Sayisi 1,293 + 0,093 1,3772+ 0,046 1,386% + 0,058

N-asetilsiilfamerazin

Statik 5dk 10 dk 15 dk

stiresi 1,283% + 0,123 1,264+ 0,117 1,325%+ 0,103
Yikama %60 %80 %100

hacmi 1,309° + 0,103 1,303+ 0,108 1,197°+ 0,142
Doéngii 1 2 3

sayist 1,249° + 0,123 1,3192+ 0,092 1,325+ 0,112

N-asetilsiilfametazin

Statik 5 dk 10 dk 15 dk

suresi 1,466°+ 0,111 1,520%+ 0,126 1,556+ 0,081
Yikama %60 %80 %100

hacmi 1,5312+ 0,102 1,5322+ 0,090 1,409°+ 0,151
Déngii 1 2 3

sayisi 1,482°+0,131 1,5422+ 0,091 1,534% + 0,094
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N-asetilsiilfametoksazol
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 1,308 + 0,105 1,288+ 0,101 1,3532+ 0,101
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,342 + 0,078 1,324+ 0,101 1,218+ 0,132
Déongii 1 2 3
say1sl 1,277°+ 0,106 1,344+ 0,074 1,348+ 0,113
N-asetilsiilfapiridin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 1,275 + 0,101 1,303 + 0,124 1,334 + 0,139
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,330+ 0,116 1,3092+ 0,108 1,210°+ 0,150
Déngii 1 2 3
say1s1 1,261°+ 0,130 1,325% + 0,095 1,348+ 0,122
Siilfakloropiridazin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 0,879 + 0,094 0,865+ 0,101 0,893 + 0,082
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,892% + 0,093 0,885%+ 0,082 0,824+ 0,105
Dongii 1 2 3
say1sl 0,852" + 0,095 0,890 + 0,079 0,910% + 0,093
Siilfadiazin
Statik 5dk 10 dk 15 dk
siiresi 0,849% + 0,085 0,795° + 0,104 0,869% + 0,081
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,856% + 0,097 0,836% + 0,092 0,789+ 0,085
Dongii 1 2 3
say1sl 0,805° + 0,091 0,866 + 0,088 0,860? + 0,095
Siilfadimetoksin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 1,211+ 0,107 1,229% + 0,086 1,260% + 0,086
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,253%+ 0,081 1,238%+ 0,081 1,163" + 0,138
Déngii 1 2 3
say1sl 1,207° £ 0,112 1,246% + 0,076 1,2612+ 0,075
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Siilfamerazin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 0,954 + 0,101 0,916° + 0,127 0,990° + 0,099
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,9722+ 0,105 0,958+ 0,110 0,882° + 0,125
Dongii 1 2 3
sayisl 0,917+ 0,115 0,969% + 0,112 0,991% + 0,096
Siilfametazin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 0,971 + 0,074 0,952 + 0,128 1,005 + 0,083
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,993%:+ 0,082 0,978%<+ 0,101 0,918° + 0,125
Dongii 1 2 3
say1sl 0,946° £ 0,105 0,986% + 0,086 1,011 + 0,092
Siilfametoksazol
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 1,149% + 0,120 1,105+ 0,165 1,193%+ 0,091
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,174+ 0,122 1,148%+ 0,133 1,074° + 0,144
Déongii 1 2 3
say1sl 1,116 £ 0,134 1,165+ 0,127 1,182+ 0,130
Siilfametoksipiridazin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 1,058 + 0,132 1,042 + 0,167 1,038 + 0,165
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,066+ 0,147 1,048+ 0,158 0,980 + 0,154
Déngii 1 2 3
sayisi 1,007 £ 0,154 1,053 £ 0,146 1,097 + 0,151
Siilfamonometoksin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 1,118+ 0,110 1,081+ 0,132 1,132 + 0,089
Yikama %60 %80 %100
hacmi 1,138%+ 0,094 1,115+ 0,106 1,015 + 0,106
Déngii 1 2 3
say1sl 1,059° + 0,120 1,1332+ 0,085 1,163 + 0,094
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Siilfamoksol
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 0,907 + 0,082 0,884+ 0,114 0,931 + 0,072
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,9242+ 0,079 0,907% + 0,094 0,860° + 0,112
Déongii 1 2 3
sayisi 0,879° + 0,098 0,918% + 0,079 0,9392 + 0,086
Siilfapiridin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
stiresi 0,872% + 0,099 0,831+ 0,115 0,9082 + 0,075
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,884%+ 0,098 0,877%+ 0,099 0,806° + 0,105
Déngii 1 2 3
sayist 0,831° £ 0,094 0,889% + 0,097 0,910%+ 0,100
Siilfakinoksalin
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 1,188 + 0,120 1,146 + 0,150 1,197 + 0,088
Yikama %60 %380 %100
hacmi 1,2082+ 0,111 1,1742+ 0,113 1,094° + 0,151
Dongii 1 2 3
sayist 1,137°+ 0,129 1,199% + 0,103 1,2158+ 0,117
Siilfatiazol
Statik 5 dk 10 dk 15 dk
siiresi 0,954 + 0,099 0,896 + 0,139 0,923 + 0,076
Yikama %60 %80 %100
hacmi 0,932+ 0,107 0,9372 £ 0,113 0.865 + 0,102
Dongii 1 2 3
sayisl 0,889° + 0,100 0,934% + 0,103 0,968+ 0,114

*Degerler ortalama (E5) + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.3.5. Temizleme asamasi

Ekstraksiyon asamasindan sonra ekstraktlarin dogrudan cihaza enjekte edilmesi
hem cihazin LC kisminda kolonun tikanmasina ve kullanim dmriiniin azalmasina hem
de ozellikle MS kismindaki parcalarin kirlenmesine ve tikanmasina yol acgarak
analitlerin segiciliginin azalmasina neden olmaktadir. Bu yiizden bu asamadan sonra
temizleme isleminin yapilmasi1 gerekmektedir. Et igeren kavanoz mamalari (yag orani
%1,5-3,0) harig, bebek gidalarinin bilesiminde %9-25 oraninda yag (100 g toz {iriinde)
bulundugu icin orneklerin bu bilesikten miimkiin oldugunca arindirilmasi 6nemlidir.
Bunun i¢in, Hoff vd (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, et iiriinlerinde siilfonamid
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grubu antibiyotiklerin ASE sistemi ile ekstraksiyonundan 6nce ornekler hegzan ile
muamele edilmistir. Orneklerdeki yagm 4 ekstraksiyon dongiisiinden sonra %16’smin
(kuru maddede) uzaklastirildigr bildirilmistir. Bu c¢alismada da oncelikle bebek
gidalarindan yagin hegzan ile ekstraksiyonu denenmistir. Ancak bu islemden sonra
hiicre igerisinde lapa olan Orneklerin asil ekstraksiyon islemi ger¢eklesememistir. Bu
yiizden ekstraktlar, ekstraksiyon agsamasindan sonra temizleme islemine tabi tutulmustur
ve proteinlerin ve yaglarin diisilk sicakliklarda ¢Oziiniirliikklerinin  azalarak
¢okmelerinden dolay1 -18 °C’de bir gece bekletilmistir (Gentili vd 2004, Rodriguez vd
2010, Zhan vd 2013, Hoff vd 2015). Cdken bilesikler +4 °C’de 4000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek ekstrakttan ayrilmistir. Bu islemden sonra ekstraktlar 0,45 pm’lik
naylon filtreden gecirilip cihaza enjekte edilmistir.

4.4. Metot Validasyonu

Gelistirilen metotlarin gegerliligini saglamak amaciyla laboratuvar ig¢i metot
validasyonu yapilmistir. Bu amagla, dogrusallik ve 6l¢iim araligi, segicilik, tespit limit
(LOD), tayin limiti (LOQ), dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlenmistir. Metot
validasyonu i¢in kullanilan ham verilerin tamami Ek 2-7’de verilmistir.

4.4.1. Dogrusallik ve 6l¢iim arahig:

Metot validasyonunda oncelikle analitlere ait kalibrasyon grafiginin belirlenmesi
gerekmektedir.  Kalibrasyon  grafikleri, analit  konsantrasyonlar1 ile bu
konsantrasyonlarda analitlerin cihaz dedektoriinde gosterdikleri yanit arasindaki iliskiyi
gostermektedir. Bu iligki korelasyon denklemi ile ifade edilmektedir ve denkleme ait
korelasyon katsayisinin karesinin (r?) > 0,999 olmasi denklemin kabul edilebilir
oldugunu belirtmektedir. Kalibrasyon grafikleri en diisiik analit konsantrasyonundan
baslanarak en az 6 nokta (kér dahil) ile ¢izilmelidir. Olgiim aralig1, kalibrasyon grafigi
elde edilirken kullanilan en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar ile tanimlanmaktadir
(Araujo 2009, Kay ve MacNeil 2012).

Kalibrasyon grafigi ¢izdirilirken belirlenen konsantrasyonlardaki standart
cozeltiler uygun ¢oziicli ile hazirlanmaktadir. Ancak, matriks numuneleri ¢dziicii ile
hazirlanan kalibrasyon grafikleri ile degerlendirildiginde, matriksin i¢inde bulunan
bilesenlerin analit sinyallerini etkiledigi gozlemlenmistir. Buna bagl olarak, analitlerin
miktar1 dogru bir sekilde hesaplanamamaktadir. Bu durum matriks etkisi olarak
bilinmektedir ve matriks kaynakli girisim unsurlarinin neden oldugu bu olumsuzlugu

elimine etmek icin matriks uyumlu kalibrasyon grafikleri olusturulmaktadir (Lopes vd
2012).

Kalibrasyon grafikleri, analitik metodun kullanilacagi farkli bilesimdeki
matrikslerin her biri i¢in belirlenmelidir. Bu durum, matriks yapisindaki farkli girisim
unsurlarinin cihazda verdigi yanitin farkli olmasindan ve analitlerin ekstraksiyon (geri
kazanim) diizeyinin matrikse bagli olarak degismesinden kaynaklanmaktadir
(Anonymous 2014). Bu yiizden, bu ¢alismada metot validasyonu i¢in bebek gidalarini
temsil edebilecek ve siilfonamid grubu antibiyotikleri icermeyen 3 farkli matrikse sahip
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numuneler secilmistir. Bu numuneler, bebek ve devam siitleri, ek gidalar (meyveli,
tahilli, balli, biskiivili, piringli) ve et {iriinleri igeren kavanoz mamalaridir.

Kalibrasyon grafiklerinin ¢iziminin matriks uyumlu yapilmasi miktar belirleme
calismalarinda dogru sonuglarin elde edilmesi agisindan Onemlidir. Matriks etkisi,
matriksten gelen girisim unsurlarindan kaynaklanan ve ESI islemi sirasinda analitlerin
Iyonizasyonu iizerine iyon baskilama veya artirma seklinde etkisi olan bir durumdur.
Ornek ekstraksiyonu, ekstraktin temizlenmesi ve kromatografik islemler LC-MS
analizlerinde uygulanmasi zorunlu olan ve matriks etkisini azaltan uygulamalardir.
Ancak hangi islem uygulanirsa uygulansin matriks etkisini tamamen elimine etmek
miimkiin degildir. Bunun sonucunda, ornekte bulunan girisim unsurlar1 analitle
etkileserek analitin dedektorde vermis oldugu yaniti degistirmektedir veya kendileri
dedektorde yanit olusturmaktadir. Bu yiizden, LC-MS’de miktar belirleme
calismalarinda analiz sonucunun dogrulugunu artirmak amaciyla matriks uyumlu
kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi gerekmektedir (Kay ve MacNeil 2012, Wang ve
Turnipseed 2012). Literatiir ¢alismalarinda da siilfonamidlerin bal (Sheridan vd 2008),
peynir (Pérez vd 2013), bebek mamas1 (Gentili vd 2004), siit (She vd 2010) ve et (Hoff
vd 2015) gibi gidalarda yapilan analizlerinde genel olarak matriks uyumlu kalibrasyon
kullanilmistir.

Matriks uyumlu kalibrasyon grafikleri ¢izilirken hazirlanan konsantrasyonlarin,
Ornegin ekstrakt icerigini yansitmasi gerekmektedir. Bu yilizden, bu ¢aligmada 3 farkli
matriksten ASE ve QUEChERS ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraklara artan
konsantrasyonda standart karisim c¢ozeltisinden ilave edilmistir. Kalibrasyon grafikleri
0, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 pg/kg olmak iizere 6 noktali olacak sekilde olusturulmustur.
Kalibrasyon grafikleri belirtilen bu degerlere karsi dedektoriin vermis oldugu yanita
gore ¢izilmistir. Analitik 6l¢tim araliklar1 genel olarak analitlerin maksimum kalinti
miktar1 (MRL) baz alinarak belirlenmektedir ve siilfonamid grubu antibiyotiklerin MRL
degeri 100 pg/kg’dir (Wang ve Turnipseed 2012). Ancak bu c¢alismanin en 6nemli
amaci, bebek gidalarinda eser miktarda bulunan kalintilarin tespit edilebilmesi igin
yiiksek  ¢coziinurlikli  kiitle  spektrometresinden  yararlanarak  ¢ok  diislik
konsantrasyonlarda 6l¢iim yapabilmektir. Bu amacla, LOQ degerlerine gore kalibrasyon
grafiginin baslangic konsantrasyonu belirlenmis ve 6 noktali olacak sekilde
konsantrasyonlar ayarlanmistir. Kalibrasyon grafikleri ¢izilirken kullanilacak modelin
belirlenmesi dogru sonuclarin elde edilmesi agisindan 6nemlidir (Kay ve MacNeil
2012). Bu ¢alismada, r* > 0,999 degerleri ile tiim kalibrasyon grafiklerinde kuadratik
model uygulanmistir. Bu model uygulanarak elde edilen kalibrasyon denklemleri
Cizelge 22-27°de belirtilmistir. Literatiirde bebek gidalarinda farkli grup antibiyotiklerin
analiz edildigi caligmalarda (Gentili vd 2004, Aguilera-Luiz vd 2012, Zhan vd 2013, Jia
vd 2014, Gomez-Pérez vd 2015) dogrusal kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Ancak, bu
tez calismasinda kalibrasyon grafiklerinin dogrusal olarak ¢izilmesi durumunda
analitlerin r? degerlerinin kuadratik modele gére daha diisiik oldugu ve bazi analitlerin r?
degerinin 0,99 degerinin altina diistiigii belirlenmistir. Kaufmann vd (2011) ve Bourdat-
Deschamps vd (2014) tarafindan gidalarda ve ¢amur gibi sulu ¢evresel 6rneklerde
yapilan farkli gruplardaki antibiyotik analizinde de kuadratik kalibrasyon modeli
kullanilmistir. Kalibrasyon grafiklerinde dinamik araligin genis oldugu durumlarda
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dogrusal kalibrasyon grafiklerinin  kullanilmasinin  diisitk  konsantrasyonlarin
Ol¢timlerinin giivenilir olmamasina neden oldugu bildirilmistir.

Cizelge 4.22. Bebek siitiinde ASE sistemi ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit
verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisinin

kareleri
Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (r?)
n-asetilsiilfadiazin y= 8744,88x? + 269374x 0,9999
n-asetilsiilfamerazin y=12999,3x? + 251853x 0,9997
n-asetilsiilfametazin y=3539,81x? + 322957x 0,9999
n-asetilsiilfametoksazol y=5728,99x? + 299160x 0,9998
n-asetilsiilfapiridin y=5784,58x2 + 277234x 0,9995
stilfakloropiridazin y=9740,31x? + 173201x 0,9999
stilfadiazin y=138,762x? + 198815x 0,9998
stilfadimetoksin y=5753,08x2 + 290080x 0,9998
stilfamerazin y=418,089x? + 219957x 0,9997
stilfametazin y=6870,28x? + 206657x 0,9998
stilfametoksazol y=10149,6x? + 224247x 0,9997
siilfametoksipiridazin ~ y= 9307,22x? + 202111x 0,9999
silfamonometoksin y=9979,63x? + 233817x 0,9999
stilfamoksol y=3404,39x? + 201885x 0,9999
stilfapiridin y=1237,71x? + 196536X% 0,9998
stilfakinoksalin y=13508,8x? + 250324x 0,9998
stilfatiazol y=191,71x? + 236392x 0,9995

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Cizelge 4.23. Bebek siitiinde QuEChERS ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit
verilerini temsil eden en 1yi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisinin

kareleri
Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (r?)
n-asetilsiilfadiazin y=3708,81x? + 288936x 0,9998
n-asetilsiilfamerazin y=5860,45x? + 265129x 0,9999
n-asetilsiilffametazin y= 3456,49x? + 317057x 0,9998
n-asetilsiilfametoksazol y= 13035,6x? + 249928x 0,9993
n-asetilsiilfapiridin y=6196,21x? + 271277x 0,9997
stilfakloropiridazin y=7419,14x? + 174870x 0,9992
stilfadiazin y=5016,34x? + 186272x 0,9995
stilfadimetoksin y=4372,67x> + 198003x 0,9998
sulfamerazin y= 4894,88x? + 209082x 0,9996
stilfametazin y=5692,25x? + 205151x 0,9998
siilfametoksazol y= 8267,03x? + 205499x 0,9995
siilfametoksipiridazin =~ y= 2426,62x? + 207629x 0,9992
siilfamonometoksin y= 8338,04x? + 253652x 0,9997
stilfamoksol y= 7747,32x? + 184300x 0,9993
stilfapiridin y=4308,14x? + 181471x 0,9997
siilfakinoksalin y=13067,5x% + 224947x 0,9995
stilfatiazol y=9174,78x2 + 201624x 0,9998

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir
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Cizelge 4.24. Ek gidada ASE sistemi ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit
verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisinin

kareleri
Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (r?)
n-asetilsilfadiazin y= 2928,68x? + 37971,6X 0,9990
n-asetilstiilffamerazin y= 4394,69x? + 99646,7x 0,9992
n-asetilstilfametazin y=914,698x? + 230722x 0,9999
n-asetilsiilfametoksazol y= 1226,75x? + 38337,6x 0,9999
n-asetilsiilfapiridin y= 7045,94x2 + 177921x 0,9999
stilfakloropiridazin y=3632,11x? + 82915,6x 0,9995
siilfadiazin y=4111,15x? + 95289,2x 0,9992
siilfadimetoksin y= 7531,35x2 + 203403x 0,9999
siilfamerazin y=4018,06x? + 135697x 0,9994
siilfametazin = 4391,75x% + 161324x 0,9998
siilfametoksazol y=6406,52x2 + 119534x 0,9999
siilfametoksipiridazin y= 3184,5x? + 165596x 0,9998
sulfamonometoksin y=9856,07x? + 155689x 0,9999
siilfamoksol y= 3354,32x? + 124790x 0,9995
stilfapiridin y=5824,56x? + 125806x 0,9999
siilfakinoksalin y=10094,1x? + 160420x 0,9999
siilfatiazol y= 2988,87x? + 65472,8x 0,9991

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Cizelge 4.25. Ek gidada QUEChERS ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit verilerini
temsil eden en iyi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisinin kareleri

Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (%)
n-asetilsiilfadiazin y=5829,46x? + 260767x 0,9999
n-asetilsiilfamerazin y= 2406,04x? + 279240x 0,9997
n-asetilsiilfametazin y=5305,98x? + 303286x 0,9994
n-asetilsiilfametoksazol y=5728,16x> + 270253x 0,9999
n-asetilsiilfapiridin y= 7979,95x? + 238134x 0,9997
stilfakloropiridazin y=6741,2x? + 165165x 0,9999
siilfadiazin y=7133,24x? + 176839x 0,9997
siilfadimetoksin y= 6538,02x? + 176082x 0,9994
siilfamerazin y= 4426,19x% + 200105x 0,9995
siilfametazin y=9301,81x? + 184780x 0,9990
siilfametoksazol y=7412,58x? + 203585x 0,9995
stilffametoksipiridazin y= 456,375x? + 210651x 0,9996
siilffamonometoksin y= 8255,32x? + 253800x 0,9992
siilfamoksol y= 1473,36x? + 203804x 0,9994
stilfapiridin y= 3675,68x% + 190105x 0,9997
siilfakinoksalin y=12251,3x? + 223607x 0,9996
siilfatiazol y=8421,09x? + 197293x 0,9997

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir
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Cizelge 4.26. Et iirlinleri igeren mamalarin ASE sistemi ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda analit verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve
korelasyon katsayisinin kareleri

Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (r?)
n-asetilsiilfadiazin y=5698,35x? + 90802,2x 0,9998
n-asetilsiilfamerazin y= 3672,44x? + 134364x 0,9998
n-asetilsiilfametazin y=3981,69x? + 187466X 0,9997
n-asetilsiilfametoksazol y= 3666,71x? + 92178,4x 0,9995
n-asetilstilfapiridin y=1556,23x? + 156009x 0,9997
stilfakloropiridazin y=3215,02x? + 107360x 0,9993
siilfadiazin y= 6804,44x? + 102988x 0,9997
siilfadimetoksin y= 4752,5x? + 173551x 0,9998
stlfamerazin y= 2584,83x2 + 131120x 0,9999
siilfametazin y=3262,17x + 138268x 0,9999
siilfametoksazol y=1680,67x? + 146085x 0,9993
stilfametoksipiridazin y=2977,97x? + 141812x 0,9992
sulfamonometoksin y=4097,77x? + 136189x 0,9995
siilfamoksol y= 4460,55x> + 110710x 0,9998
stilfapiridin y= 7056,03x? + 100709x 0,9999
sulfakinoksalin y=4407,98x? + 158848x 0,9990
siilfatiazol y= 4816,79x> + 114742x 0,9994

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Cizelge 4.27. Et iirlinleri iceren mamalarin QuEChERS ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda analit verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve
korelasyon katsayisinin kareleri

Analit Denklem Korelasyon katsayisinin karesi (%)
n-asetilsilfadiazin y=9082,85x? + 224041x 0,9999
n-asetilsiilfamerazin y=11072,9%2 + 215493x 0,9997
n-asetilsiilfametazin y=4234,8x? + 298876x 0,9998
n-asetilsiilfametoksazol y=11582,8x? + 223670x 0,9996
n-asetilsiilfapiridin y= 484,366Xx? + 227869x 0,9997
stilfakloropiridazin y=9625,67x? + 146307x 0,9997
siilfadiazin y=6610,63x° + 169994x 0,9995
siilfadimetoksin y= 3256,38%? + 293645x 0,9995
stilfamerazin y=9654,92x? + 169063x 0,9998
siilfametazin y= 3245,24x? + 201602x 0,9997
siilfametoksazol y=9584,35x? + 185271x 0,9997
siilfametoksipiridazin ~ y= 11058,4x? + 157086x 0,9997
stilfamonometoksin y=7199,33x? + 229472x 0,9999
siilfamoksol y=8518,08x? + 164710x 0,9999
stilfapiridin y=4719,27x? + 176839x 0,9995
stilfakinoksalin y=17116,5x? + 203033x 0,9998
stilfatiazol y= 6337,54x° + 193859x 0,9997

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir
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4.4.2. Secicilik

Yiiksek coziiniirliklii kiitle spektrometrelerinin (HRMS), yiiksek c¢oziiniirliik
giiciine sahip olmasi ve dogru kiitle Slgiimleri yapabilmesi analizlerde segiciligin
artmasini saglamaktadir. Bu durum matrikste 6zellikle eser miktarda bulunan analitlerin
diger matriks bilesiklerinden ayrilabilmesinde onemlidir (Kaklamanos vd 2013).
Gelistirilen metodun seciligini belirlemek amaciyla 3 farkli matriksteki kor numuneler
ve 0,5 pg/kg konsantrasyonda standart karigim ilave edilen numuneler QUEChERS ve
ASE sistemi ile ekstrakte edilip analiz edilmistir. Analitlere ait kromatogramlar Sekil
4.84-4.89°da verilmistir. Elde edilen sonucglar incelendiginde analizlerin yiiksek
secicilikte yapildig belirlenmistir.

RT: 0.00- 4002 SM; 06 RT:0.00- 1003 SM: 8¢
HL: O HL: O
1005
§ 100 Base Peak miz= § E Base Feak miz=
3 a0 203.06282-203.07176 F: a2 20 207.02440-207 02742 F:
£ FTMS {11} + p ESIFull S .03 FTMS {11} + p ESIFull
3 ms [15000-900.00] M5 3 3 ms [150 00-400.00] W5
E 40 Opphb E 40; Oppb
o0 n 205
O ey ]
= g 3
100 452 HL: B.05E2 100 <30 HL: 6.07E=
Bazz Peak miz= E Base Peak miz=
80 2E3.06282-203.07176 F: SDE 307.08440-307 08745 F:
- FTMS {11} + pESIFull 3 FThS 1.1} + p ESIFull
ms [150,00-400.00] M2 ] ms [160.00-400.00] his
40 0.5 ppb 40 05 ppb
20 20
o | L R 04 L L L L L L L O L L e |
a 2 4 [} g 10 u] 2 £ 5] 8 10
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfadiazin n-asetilsiilfamerazin
RT:000-10.02 Sh: 8¢ RT:1.37-8.14 Sh: 93
HL:0 NL: D
1004 9
§ ] Base Feak miz= H o0 1 Baze Peak miz=
n a0 321.00998-321.10320 F: _-E 20 206 06347-295.07143 F:
E o] FTMS {1,1} + p ESIFull € _ 3 FTME {113 + p ESI Full
3 3 mz [150.00-400.00] MS 2 ] ms [150.00-400.00] kS
g 403 Oppb E 40§ Oppb
3 3 209
3 e ]
400 a.00 HL: 1.00E4 ] ML 4.55E3
] Baze Peak miz= 100; Baze Peak miz=

a0 321.09998.321.10320 F: 20 206 06247206 07143 F;
a0 FIMS {11} + pESIFull 3 FTMS [1,13 + p ESI Full
E ms [150.00-400.00] M5 i ms [160.00-400.00] M5
403 OSpph 405 0.5 ppb
203 203
G_|||\|||||||||||\|II| D_|||||||||||||||||||||||||||||||||
o 2 4 1 8 10 2 2 4 ] =} 7 g
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfametazin n-asetilsiilffametoksazol

Sekil 4.84. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii
orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir)
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RT:0.00- 1003 SM: 96 RT:0.00- 1003 SM: 96
. 3407 NL: 3.77E2 . NL: 0
3 E Base Peak miz= ¥ E Baze Peak miz=
5 80 28207356292 07650 F: § 207 285 0193228502218 F:
E ] FTS 1,1} + p ESIFull £ .3 FTMS 1,1} + p ESI Full
27 ms [150.00-400.00] MS 2 3 ms [150.00-900.00] MS
2 40—; Oppb g 40 Oppb
3 2 B 203
w i w E
v ERE] WL 5 BIES 1004 08 HL: 2.44E3
100_: Baze Peak miz= E Base Feak miz=
a0 o0 n7ass.o0e oesn Fo 507 285.01932-285.02218 F:
oo FTMS [10] + p ESIFull  gp ] FTMS 1,1} + p ESI Full
] me [160.00-400.00] MS ] ms [150.00-900.00] M3
40 0.5 ppb D& ppb
204 ]
3 03
| S | B e e L e o
2 2 4 . & 0 0 2 4 ° g 10
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfapiridin stilfakloropiridazin
RT:0.00- 1002 SM: 96 RT: 0001002 SM: 8%
NL: 0 10 9.84 NL: 2 6E3
3 o0 3 Baze Peak miz= § 3 Base Peak miz=
e 251.06846-261.06008 F: & 803 724 B11.07020-311.08241 F:
a 80 a £90 32
-~ FTMS {11} + pESIFull £ . = FTMS [1,1} + p ESI Full
27 ms [150.00-40000] MS 2 3 B.28 ms [160.00-400 00] WS
3 a0 b
E 403 Oppb g 3 P
= 209 o204 483
a 0] w20
@ o3 € 3 |
100 E NL: 1 TOEZ 1o 550 NL: 4.57E3
7 Base Peak miz= 7 Base Peak miz=
a0 251.08846-251.08098 F: 809 311.07920-311.08241 F:
00 FTMS {11} +pESIFul 3 6.03 FTMS [1.1] + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] b5 ] 124 ms [160.00-400 00] WS
40 05 ppb a0 1T 05pph
: pp 3 528 7.36 oo pp
204 207 471 " 7
04— | LI L L LB LI | 1 14— | L |I1 LI N N N N e |
a z 4 & g 10 0 2 4 & 8 10
Time (min) Time (min)
siilfadiazin siilfadimetoksin
RT:0.00-10.03 SH: 96 RT:0.00-1002 Sh: 86
10 NL:O 4095 NL: 3 87E2
§ 1 Base Peak miz= 8100: Base Peak miz=
5 a0 20507404 26507670 F: & 803 270.08062-270,00242 F:
E o] FTMS [1.1] + pESIFull £ 3 FTMS {11} + p ESI Full
2 7 ms [150 00-400 00] MS 2 77 mz [150.00-400.00] M5
I 40 Oppb v 40§ Opph
I 3n] R
3 2 3 20
G' . o D_
e Eyy NL: 3.23E2 e an7 NL: 1.65E3
E Base Peak miz= ) Base Peak miz=
803 265 07404 265 07670 F: 270 DBORE-270.00242 F:
803 FTMS {11} + p ESIFull FTMS {1.1] + p ESI Full
o e “55'00'40'3'00] M35 me [150.00-400,00] M3
7 S pp 0.5ppk
20 3.70
G- LI I N I N Y N N Y I B N B | 1 G:
j S 4 M s 10 B B B e
) ) o z 4 & ] 10
Time (min) . .
Time (min)
siilfamerazin siilfametazin

Sekil 4.84. Kor (0 ppb) ve standart karigim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii
orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir)
(devami)
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RT:0.00- 1003 Sh: 8%

RT.:0.00-1002 SM:0G

100 603 NL: 4.10E2 a0 1 NL: 1.28E3
§ Baze Peak miz= 3 p Baze Peak miz=
" 80 254.0581225406086 F: 7 a0 281 08888-281.07170 F:
S FTMS {1,1} + p ESIFull £ _ 2 FTMS {1,1} + p ESI Full
2 ms (150.00-400.000 M3 2 73 ms [150 00-400.00] M5
2 40 Opph 2 40 Opph
B 5 20
14 0 o C:
10 Eo0 NL: 2 89E3 100 a5z 608 NL: 474E3
Baze Peak miz= Baze Peak miz=
a0 264 05812-254 06086 F: 281.06888-281.07170 F;
&0 856 FTMS{11} +pESIFul .3 FTMS 1,1} + p ESI Full
ms [150.00-400.00] M5 ] ms [150.00-400.00] M3
40 0.5 ppb 40 0.5 ppb
o7 3
a |l 1 | L DL L T 1 0 | LI LI I 1
0 2 4 6 8 10 0 z 4 6 8 10
Time (min) Time (min)
stilfametoksazol stilfametoksipiridazin-siilfamonometoksin
RT: 0.00- 1003 SM: 95 RT: 0001002 SM: 96
. g0 NL: 4.85E2 789 NL: & 77E2
E 7 558 lze Baze Peak miz= k3 0o Base Feak miz=
5 809 298.07370-268.07838 F: & 8D 260.06322-250 06572 F:
5 o] FTMS {11} + pESIFul & FTMS {1,1} + p ESI Full
27 ms [150.00-400.00] MS 2 ms [150 00-400.00] M35
E 403 Opph H 40 Oppb
3 0 5o
N = o0
10 B NL: 3.47E3 100 320 NL: 4.16E3
Baze Peak miz= Base Peak miz=
207 268.07370-268.07638 1 an 260 0R322-260 06572 F:
a0 FTMS {10} + pESIFull FTHS (1,17 + p ESIFull
E ms [150.00-400.00] M3 ms [150.00-400,00] M3
487 0.5 ppb 40 0.5ppb
20 20 552 7-i5
0T LI LB L B B N T 1 1] L L AL L L L |l | L L |
0 2 4 & g 10 o 4 [ z 10
Time (min) Time (min)
stilfamoksol stilfapiridin
RT: 0.00- 10023 SM: O3 RT: 0.00-1002 £M: 9%
HL: O ML:O
o 1005 o 1007
& ] Base Peak miz= 2 5 Base Feak miz=
E 80 B01 07386-301.07685 F: 3 80 296.01861-255.02217 F:
E ] FTMS {1,1} +p ESIFull £ g3 FTMS {11} + p ESI Full
2 ms [150.00-400.00] M5 T ms [150.00-400.00] his
g Oppb 2 40 Opplbr
= I 20
£ ® .3
565 NL: 6.50E3 1004 +28 NL:zB5E2
7 Baze Peak miz= E Base Peak miz=
a0 30107386-301 07Asa P B0 256.01961-258.02217 F:
a0 FTMS {11} + p ESIFull g3 FTM1?5§510}4+05508| :ﬂ”;'
3 ms [150.00-400.00] WS ] ms [150.00-400.00]
40 05pph 40 05pph
7 386 E
20 n 203
| =
e L L B AL !
0 z 4 g 2 10
o 2 4 & 8 10
Time (min) Time (min)
siilfakinoksalin siilfatiazol

Sekil 4.84. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii

orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir)
(devami)
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RT: 0.00-1001 SM:9G

RT: 0.00-10.01 SM: 9G

400 HL: 0 HL: O
§ Base Feak miz= 3 100_: Base Peak miz=
K] 20 202.062282-202.07176 F: E 204 307.02440-207 08742 F:
S FTME [1,1) + p EZIFull £ 2 FTMS {11} + p ESI Full
3 ms [160.00-400.00] M5 2 3 mz [150.00-400.00] MS
E a0 Oppb g 40—; Dpph
3z m 204
U a ]
® = o3
100 EEE NL: 3.32E3 100 4,14 ML: 4.21E2
Baze Peak miz= ] Baze Peak miz=
20 203 06382-202 07176 F: a0 307.03440-307 08748 F:
- FTMS {11} +p ESIFull 3 FTMS {11} + p ESI Full
ms [150.00-400.00] M5 ] ms [150.00-400.00] MS
40 0.Appb 40 0.5pph
20 204
"+ —rrr———r——r -
o 2 4 5] g 10 a 2 4 G g 10
Time (min) Time (min}
n-asetilsiilfadiazin n-asetilsiilfamerazin
RT: 0.00-10.01 SM: 9G RT:0.00- 1001 Sh: 9% 1
HL: O 40 560 NL: 3.85E2
2 100—: Base Peak miz= E B Q77 Baze Peak miz=
§ 50 521.09998-321.10320 F: m 803 "= 206.06247-206.07143 F:
S e FTMS {11} + p ESI Full S 3 FThiS {11} + p ESI Full
2 ms [150.00-400.00] M5 2 3 ms [150.00-400.00] MS
404 Opph E Oppb
R PR g %] o
n o204 o 204
[ i s ]
® 3 3
400 436 HL: 5.33E3 4.84 NL: 2.03E3
] Base Peak miz= 100; Baze Peak miz=
204 321.00008-229, 10220 F: 204 206 .06847-206.07143 F:
503 FTRS {1,1} + p ESI Full BDE FThiS {1,1} + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] WS ] me [150.00-400.00] S
40 0.5pphb 404 0.5pph
e Y- 20
] . ]
L s e e | -r--rrrr-rrrreereree T
0 z 4 g g L il z 4 f i 10
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfametazin n-asetilsiilfametoksazol
RT: 0.00-10.01 Shi: 9G RT: 0.00- 1001 SM: 8¢
400 HL: 0 100 HL:O
§ E Base Peak miz= I Base Peak miz=
n 20 A2 07358-202 07650 F: E 204 286.01932-285.02218 F:
-~ FTMS {11} + p ESI Full £ _ FTMS {1,1} + p ESI Full
3 ] ms [150.00-400.00] MS 3 E ms [150.00-400.00] w5
% 40—; Oppb :aé 40; Oppb
b 204 o 205
] B o B
r ] .3
v 407 HL: 5.83E3 100 428 ML: 1.22E2
100__ Base Peak miz= Baze Peak miz=
20+ 202.07358-202.07850 F: 203 285.01932-285.02218 F:
g0 FTMS {11} + p ESIFull 03 FThS 1.1} + p ESIFull
] msz [150.00-400.00] M35 E ms [150.00-400.00] WS
403 0.5ppb 407 0.5ppb
20 203
0 TT Tl T1T Tl 1TTrTrrrrrrrri 05 LINNLUNNL I I N L L N N L B L L DL L |
0 2 4 [ g 10 1] H 4 G g 10
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfapiridin stilfakloropiridazin

Sekil 4.85. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida 6rneklerine

ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir)
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RT:000- 1001 Sh: 9%

1RT:0.00-1001 SM: 3¢

HL: 0 G678 HL: 3.00E3
» 00 o 100 2.40
@ ] Baze Peak miz= 2 ] 5450 Baze Peak miz=
m a0 251.05845-251.06093 F: m SDE 311.07929-311.08241 F:
S e FTMS {11} + pESIFull £ _ 3 FTMS {1,1} + p ESI Full
o 3] ms [150.00-400.00] M3 2 ] 483 541 ms [150.00-400.00] WS
E 40; Oppb % 40; Oppb
I 704 b 204
ki 3 ket 3
(1 D_ (1 D:
P, EEX NL: 2.23E3 100 HL: 5.03E3
] Basze Peak miz= ] Baze Peak miz=
204 261.05248-261.06022 F: 204 E11.07920-211.08241 F:
BDE FTMS 1,1} + p ESI Full 605 0 Erg {11} + p ESI Full
] mz [150.00-400.00] hE ] mz [150.00-400.00] WS
405 0.5ppb 40 0.5ppb
209 20
0 . ot
0 z 4 g 10 0 z 4 g 2 10
Time (min) Time (min)
stilfadiazin stilfadimetoksin
RT: 0.00-10.01 SM: 9% RT: 0.00- 1001 SM: 93
6.0z HL: 3.77EZ 4495 NL: 387EZ
o 1004 o 100
2 ] Base Peak miz= o Baze Peak miz=
o 20 265.0740426507670F. m 20 279.08962-279.00242 F:
5 SDE FTMS {11} + p ESIFull £ &0 FThS f1,1} + p ESIFull
S 3] ms [150.00-400.00] ME 2 ms [150.00-400.00] MS
E 40; Oppb E 40 Oppb
= 204 3 20
L . a
€ ] = opd
378 HL: 2 GOEZ 4.08 NL: 342E3
1004 100
] Baze Feak miz= Baze Peak miz=
20 26507404265 07670 F: a0 2TO.08962-279.00242 F:
BDE FTME {11} + p ESI Full a0 FTMS f1,1} + p ESIFull
E ms [150,00-400.00] M= m [160.00-300.00] MS
40 OSpph 40 05ppb
204 20 352
0 G . 0 e
a Z 4 5} 10 i} 2 4 [} g 10
Time (min) Time (min)
siilffamerazin siilfametazin
RT: 0.00-10.01 Shi: 9G RT:0.81- 1001 Shi: 95
HL: O HL: 0
5 1004
3 1o E Base Peak miz= g ] Base Peak miz=
E 50 £54.05512-254.06056 F: @ 803 281.06288-281.07170 F:
S BDE FThi3 {11} + p ESI Full 5 605 FTMS {11} + p ESIFull
3z ] ms [150.00-400.00] M35 2 E ms [150.00-400.00] MS
¥ 40§ Oppb g 40; Oppb
5 207 < 20
i3 B .3
u 4733 HL: 4.20E2 415 HL: 3.80E3
1004 100+ ~ 440
] Baze Peak miz= Base Peak miz=
SDE 254.05212-254 06066 F: 30 281.06588-281.07170 F:
BD_ FTMS {1,1} + p ESI Full g0 FThiZ {11} + p ESIFull
B ms [160.00-400.00] WS 3 me [150.00-300.00] S
0.&pph 404 0.5ppb
&1 520 20
LI B I S |"| T 1 1 1 04— L L L L L |
z 4 ] 10 2 4 g 2 10
Time (min) Time (min)
stilfametoksazol stilfametoksipiridazin-siilfamonometoksin

Sekil 4.85. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida 6rneklerine
ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir) (devami)
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:081-1001 SM: 9

2.04 NL: 1.47E3
8 100: Base Feak miz=
E 204 BE2.07370-262.07638 F:
H EiD—: FTMS {11} + p ESIFull
3 E mz [150.00-400.00] MS
2 40—: 657 Oppb
5 n
[ 3]
o .00 HL: 2.29E2
100: Baze Peak miz=
20 268.07370-268 07635 F:
ED—- FThiS {1,1} + p ESIFull
3] ms [150.00-400.00] MS
403 0.5ppb
203
o
2 4 ] g 10
Time (min)
siilfamoksol
RT:0.81- 1001 Shi: 9%
4.45 WL: 2 40E3
o 1004
g E Baze Peak miz=
m a04 G04.07386-301.07688 F:
£ g0 FTMS {11} + p ESI Full
3 E mz [150.00-400.00] w5
2 4OE 320 peee
% 20; l 6.63
i ]
o 520 HL: 4 46E3
1005
Baze Peak miz=
20 .46 3041.07386-201.07622 F:
SDE FTME {11} + p ESIFull
] ms [150.00-300.00] ME
403 0.5ppb
204
0= L L L L LN o o o |
2 4 G g 10
Time (min)
siilfakinoksalin

Sekil 4.85. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida 6rneklerine

RT: 0811001 SM: 9G

100 437 NL:5.51E2
E Baze Peak miz=
m 80 260.06322-250.08572 F:
e 6.04 FTMS {11} + p ESI Full
o ms [150.00-400.00] b3
2 40 Opph
]
o0
u
oq
264 NL: 3.7O9E2
100
Baze Peak miz=
20 260.06322-260.08572 F:
&0 FTHE {11} + p ESI Full
ms [150.00-400.00] hiS
40 05pph
20
ot —————
2 4 g g 10
Time (min)
stilfapiridin
IRT: 0.81- 10,01 Shd: 9%
100 HL: 1.ME3
g 3 Base Peak miz=
m 203 256.01961-256.02217 F:
H BDE FTMS {11} + p ESIFull
o 3 ms [150.00-400.00] MS
E 40§ Opph
& 203
o ul
.3
100 286 NL: 2487E3
Base Feak miz=
205 266.01961-256 02217 F:
&0 FThiZ {11} + p ESIFull
3 ms [150.00-400.00] WS
404 0.5pph
20
04— rrrt 1 1 rr.Trrr1rrrj
2 4 g g 10
Time (min)
stilfatiazol

ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir) (devami)

RT:0.00-10.02 ZM: 26

1.06 NL:9.58E2
4 100 ] Baze Peak miz=
_'E 204 203.06832-202.07176 F:
c BDE FTMS {11} + p ESI Full
2 3 ms [150.00-400.00] MS
2 40; Oppb
3
o J
v EX] WL: 2.12E3
100 ] Baze Feak miz=
204 203.06282-202.07176 F:
BDE FTME {11} + p ESI Full
3] ms [150.00-400.00] M5
404 0.5ppb
204
"+ —————
a 2 4 5} g 10
Time (min)

n-asetilsiilfadiazin

Sekil 4.86. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {irlinleri igeren

orneklere ait kromatogramlar

RT.000-1002 SM: 8¢

1ooo 101 .48 NL: 4.53E2
3 ] Base Peak miz=
§ 30 307.08440-307 02748 F:
S a0 FTHS {1.1] + p ESI Full
i E ms [150.00-400.00] WS
-E 40; Opph
o 20
i3 3]
s 458 NL: 342E3
100
] Base Peak miz=
a0+ 307.02440-207 03742 F:
£0] FTHS {1,1] + p ESI Full
3] ms [150.00-400.00] hiS
40 0.5ppb
20 384
1 +——rrrrr—t—Tr——
a 2 4 [} g 10
Time (min)

n-asetilstilfamerazin

(ekstraktlar ASE ile elde edilmistir)
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00-1003 SM.9¢ RT:0.00-1002 SM: 96
NL:D HL: O
o 1003 » 1005
3 B Base Peak miz= 3 B Baze Peak miz=
E 30 521.08995-321.10320 F: & g0 POR 0624720607143 F:
£ ol FTMS {14} + p ESI Full E 203 FTMS {1,13 + p ESIFull
R ms [150.00-400.00] MS 2 4 ms [150.00-300.00] M5
g 40; Opph 2 40§ Oppb
2 20 o 209
o C. o G:
10 80 WL: 4.03E3 ] NL: 1.70E32
] Base Peak miz= 1007 Base Peak miz=
32108995-321.10320 F: 20 206 0634720607143 F:
FIME {11} +p ESIFUl 3 FThis [1.1} + p ESIFull
m= [150.00-900.00] WS E ms [150.00-400.00] M5
0.&pph 403 05pph
204
04 LI I N N N B N S D N Y D B I Y N B B O | LI LA N L L L 1
i 2z 4 6 2 10 i z 4 ] 2 10
Time (mir) Time (min)
n-asetilsiilfametazin n-asetilsiilfametoksazol
RT:0.00-1002 SM: 95 RT:0.00-1002 SM: 9%
w0 657 WL 209EZ NL: @
3 ] Base Peak miz= 8 100; Base Peak miz=
E a0 POz 07350-202 07651 F: E 203 285.01932-285.02218 F:
5 BDE FTMS {1,1} + p ESI Full c BD_ FThS {1,1} + p ESI Full
27 ms [150.00-400.00] M3 2 3 ms [150.00-900.00] W3
40 Opph 3
E E pp g 403 Oppb
o 704 203
o i o ]
1 | 1 C-
v TET WL 2 47E3 400 372 NL: 1.81E3
100; Baze Peak miz= J Baze Peak miz=
20 657 292 07359-202.07651 F; 803 28501932-285.02218 F:
g0 FTMS 1,1} +p ESIFull o3 FTMS {11} + p ESIFull
1 ms [150.00-400.00] MS ] ms [150.00-400.00] S
405 0.5ppb 407 0.5ppb
207 20
03 T1T 1] 11T rlrrrrrrrrrrr B | L 1
0 2 a I 3 10 ] z 4 6 8 10
Time (min) Time (min)
n-asetilsiilfapiridin stilfakloropiridazin
RT: 0.00-1002 SM: 8¢ RT: 0001002 SM: 96
474 ML 3.36E2 754 ML: 1.02E3
p 100 » 100
g Base Peak miz= & Base Peak miz=
] 251.05246-251.06008 F:E an 211.07923-311.08241 F:
S e FTMS {11} + p ESIFull & FTMS {1,137 + p ESl Full
a ms [150.00-400.00] M5 2 ;1-‘;—1- ms [150.00-400.00] ME
g0 Preb L az STl ooy PPRO
£ £ -
& gp &g l
L L
$ Ea | (ML
100 TET NL: 1.71E3 5] WL 3. 14E3
Baze Peak miz= 1oa Base Feak miz=
20 251.06246-261.06095 F.  an 211.07928-311.08241 F:
- FTHS [1,4] + p ESI Full - FTMS {1,13 + p ESI Full
ms [150.00-4900.00] WS 670 ms [150.00-400.00] M3
a0 05pph 40 . 816 9.2 05pph
20 209 045
4T rrrrrrrrrrr i
a z 4 G 2 10 il 2 4 g 8 10
Time (min) Time (min)
siilfadiazin siilfadimetoksin

Sekil 4.86. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {irlinleri igeren
(ekstraktlar ASE ile elde edilmistir) (devami)

orneklere ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00- 1002 Sw: 26

RT: 1321002 SM. 8¢

833 WL: 3.13E3
3 100 Baze Peak miz=
E a0 823 279.08952-279.09242 F:
e FTMS {1,1} + p ESI Full
o TIT ms [150.00-400.00] b3
40
2 A gg7  Opeb
i A n
i3
0 7.56 NL: 7.73E3
1o Baze Peak miz=
a0 279.08062-270.09242 F:
&0 FTME {11} + p ESI Full
451 ms [150.00-400.00] hS
40 O.5pph
20 l 847
04 | LI L L f:
z 4 g g 10
Time (min)
siilfametazin
RT:1.24-10.02 Sh: 9G
ML: 2.02E1
g 100 Baze Peak miz=
m a0 281.06838-281.07170 F:
5 FTMS {1,13 + p ESI Full
2 mis [150.00-400.00] MS
% 40 Oppb
520
o
v 485 WL: 3.55E3
100 4.59 Baze Peak miz=
a0 281.06288-281.07170 F:
a0 FTMS {11} + p ESIFull
ms [150.00-400.00] kS
40 05pph
20
0= T 1111 rrrrrrrrri
2 4 G g 10
Time (min)

siilfametoksipiridazin-siilfamonometoksin

RT: 0001002 SM: 9G

367 NL: 3.44E3
3 100: Base Peak miz=
E 204 266.07404-265.07670 F:
S o] FTMS {111 + p ESI Full
g E ms [150.00-400.00] M5
.g 40; Oppb
B 20
w ]
o 362 HL: 3.86E2
100: 4.1a Base Peak miz=
804 I 265.07404-265.07670 F:
. FTMS {1,411 + p ESI Full
] ms [150.00-300.00] M5
404 0.5ppb
ZUt 4.4
o el |
a 2 4 5] 10
Time (min)
siilfamerazin
RT: 000 - 1002 SM: 9¢
21 NL: 473E2
g 1005 Baze Peak miz=
m 80 707 254.05812-254 06066 F:
b= -
S a0 FTHS {11} + p ESI Full
3 E ms [150.00-400.00] WS
TR peet
5 20
fia 3
v 477 NL: 3.94E3
1003 Baze Peak miz=
203 254.05212-254 06066 F:
&0 FTMS [1,1} + p ESIFull
7 ms [150.00-400.00] b5
403 0.5ppb
20 1-?E_2'°4_2_.13
YT, | E— .
o 2 4 G 10
Time (min)
siilfametoksazol
RT: 0.00-10.02 SM: 96
NL: O
3 100 ] Base Peak miz=
_'E SDE 268.07371-268 07639 F:
-~ FTMS {1,137 + p ESI Full
2 ] ms [160.00-400.00] M5
2 93 Db
5 ]
o |
v a3 NL: 353E3
100 ] Base Peak miz=
20 268.07371-262.07638 F:
. FTMS [1,13 + p ESI Full
] ms [160.00-400.00] M5
405 0.5pph
20
0 LI I Y N B B Y N N B B O B | 1
o 2 4 5] 10
Time (min)
siilfamoksol

Sekil 4.86. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {iriinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir) (devami)

NL: O
3 1o ] Base Peak miz=
E 204 260.06322-260 06572 F:
g oo FTMS {1.1} + p ESI Full
2 ] ms [150.00-400.00] b3S
¥ 40; Opphb
5 207
e 7
o 408 HL: 2.G63E2
1005 Baza Feak miz=
a0+ 260.06322-250 06572 F:
a0 FTMS [1,1) + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] wE
40 0.5ppb
20 557
ot
u] 2 4 5] g 10
Time (min)
stilfapiridin
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

ST 0.00-1002 SM: 96

5.18 ML: 7 45E2
31002 Baze Peak miz=
E SDE 301.07386-301.07638 F:
5 SDE FTMS {11} + p ESIFull
o ] ms [150.00-400.00] S
3 g fept
B ]
i3 B
0 5.64 HL: 1.83E3
100: Baze Peak miz=
205 204.07386-201.07628 F:
BDE FTME {11} + p ESIFull
] ms [150.00-400.00] WS
403 0&pph
20 0.0
Ol Trr1rr 1 11T i1 rrrrrrrj
0 z 4 g 2 10
Time (min)
stilfakinoksalin

RT:0.00- 1002 SM: 8¢

1.29 NL:8.03E2
§ 100; Base Peak miz=
] 204 266.01961-256 02217 F:
E o] FTMS [1,1] + p ESI Full
2 E ms [150.00-400.00] w5
lg 40; Oppb
5 0
e ]
a 402 NL: 2.73E2
100: Baze Peak miz=
80— 266.01961-256.02217 F:
a0 FTMS [1,1] + p ESI Full
7 ms [150.00-400.00] M35
404 0.5pph
204 118 439
T
u] 2 <4 G g 10
Time {min)
stilfatiazol

Sekil 4.86. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {irlinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar ASE ile elde edilmistir) (devami)

RT: 0.00-10.03 SM: QG

ML: O
3 100: Baze Peak miz=
E BDE 293.06882-203.07176 F:
5 gl FTMS {1,1} + p ESI Full
g E mz [150.00-400.00] M5
e flepe
B 23
o 3
o 4.4 ML: 4.36E2
100: Base Peak miz=
BDE 2E306282.203.07176 F:
. FTMS 1,1} + p ESI Full
7 mz [150.00-400.00] M5
405 0.5ppb
204
U L L L L e |
0 2 4 g 2 10
Time (min)
n-asetilsiilfadiazin
RT: 0.00-10.03 Sh: 9%
04 488 HL: 8 51E2
2 ] Base Peak miz=
o 80 321.09998-321.10320 F:
< BDE FTMS f4,4} + p ESIFull
z ] ms [150.00-400.00] WS
o 40; Opph
5 20
o ]
o 493 HL: 5.99E3
100: Base Peak miz=
30 321.09998-321.10320 F:
BDE FTMS 4,4} + p ESIFull
3] mz [150.00-400.00] b5
40 0.5ppb
20
0 L L L L L L L L e e |
a 2 4 [} g 10
Time (min)

n-asetilsiilfametazin

RT:000-1003 SM: 3¢

100 HL: O
§ ] Baze Peak miz=
] 20 307.02440-207 08748 F:
£ g FTMS {1,13 + p ESI Full
2 7 m= [150.00-400.00] MS
2 peet
B 3]
o200
o ]
¥ o3
EX:] HL: 4.03E3
1004
] Baze Peak miz=
20 B07.08440-307 08742 F
BD—: FTME {11} + p ESIFull
3] mis [150.00-400.00] M5
40 0.5ppb
204
04T | L SO L |
o 2 4 [} g 10
Time (min)
n-asetilsiilfamerazin
RT: 0.00- 1003 SM: 96
100 HL: 0
§ E Base Peak miz=
m 205 206.06247-2008.07142 F:
5 BD: FThS [1,1} + p ESIFull
S ] mis [150.00-400.00] MS
E 40§ Dppb
3 204
ket ]
€ 3
100 5.38 HL: 4T70E3
Base Peak miz=
20 206.06247-2008.07143 F:
SDE FThS [1,1} + p ESI Full
J m [150.00-400.00] M5
404 0.5pph
204 5.95
1+ —r
u} 2 4 g g 10
Time (min)

n-asetilsiilfametoksazol

Sekil 4.87. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii
orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT: 0.00-10023 Sh: 96

100 NL: 0
g ] Base Feak miz=
o &0 02.07358-202.07650 F:
£ and FTMS [1,1} + p ESI Full
2 ms [150.00-400.00] MS
E 40§ Oppb
n o204
v Ty
o D_
o0 461 NL: 3.69E3
] Basze Peak miz=
20 202.07358-282 07650 F:
a0 FTMS [1.13 + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] M5
404 05pph
209
R o B B NI e e e ]
] 2 g g g 10
Time (min)
n-asetilsiilfapiridin
RT:0.00-10.03 SM: 8¢
1o NL: O
§ ] Base Peak miz=
n 20 D51.05846-251 06098 F:
S &0 FTMS {1,13 + p ESI Full
2 7 ms [150.00-400.00] MS
% 40§ Oppb
2 20
a ]
[ D_
394 NL: 2.24E3
1004
] Base Peak miz=
20 251.05846-251 06098 F
an3 FTMS {113 + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] M5
405 05pph
204
0 LI B N D N N B N N B B B B |
0 2 4 ] 8 10
Time (min)
siilfadiazin
RT:0.00- 1003 Sh: 9%
100 HL:0
§ 7 Base Peak miz=
n 303 DBE.07404-265 07670 F:
5 50 FTMS {11} + p ESIFull
2 7 ms [150.00-400.00] MS
% 40§ Oppb
a2 204
a |
14 C_
431 HL: 2 83E3
1004
Base Peak miz=
20 265.07404-265 0TET0 F:
g0 FTMS {1,1} + p ESIFull
] ms [150.00-800.00] MS
40 0.5ppb
20
L o e e B B e ]
a 2 4 g 8 10
Time (min)
siilfamerazin

Sekil 4.87. Kor (0 ppb) ve standart karigim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii
orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)

(devami)

RT: 0001003 SM: 96
NL:O
3 100 E Base Peak miz=
-E 20 285.01032-285.02218 F:
S o FTHS {11} + p ESI Full
a7 ms [150.00-400.00] M3
2 40—: Oppb
5 203
o 4
o .85 NL: 2.67E2
100__ Baze Peak miz=
50 285.01832.285 02218 F:
g0 FTMS {1,1} + p ESI Full
1 ms [150.00-400.00] MS
405 0.5pph
20 128
hE |
T T
0 z 4 6 8 10
Time (min)
stilfakloropiridazin
RT: 0.00- 1003 SM: 96
NL: &.33E3
§ 100 Base Peak miz=
I &0 .09 311.07029-311.0824 F:
S e FThiS {11} + p ESI Full
2 510 ms [150.00-400.00] M5
E 40 4-0312 ppb
3 %004 150 377
w hE i i
NL: &32E3
100

248 32 3

11.07929-311.08241 F:
FThiZ {11} + p ESI Full
ms [150.00-400.00] hiS
0.5pph

2 4 5] a2 10
Time (min)
sulfadimetoksin

RT:0.00-10.03 SM: 86

NL: O

§ 100 Baze Peak miz=
m 20 270.08062-270,00242 F:
g FThS 1,1} + p ESI Full
2 ms [150.00-400.00] WS
K 40 Oppb
&
oz20
L
= o
100 450 ML: 2.21E3
] Baze Feak miz=
204 27T0.02062-270,00242 F:
803 FThS {1,1} + p ESI Full
3] ms [150.00-400.00] b5
405 0.5pph
204
04T | L L L |
0 2 4 g 2 10
Time {min})
stilfametazin
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT: 0.00- 1003 Shd: 9

RT:0.00- 1003 SM: 989G

% [= N =]
(= = =1
tea by bl bl

=]
=]

Relative Abundance

HL: O

Base Peak miz=
281.06888-281.07170 F:
FTME {11} + p ESIFull
ms [150.00-400.00] M5
Oppb

4.71

NL: 3.80E3

Bazz Peak miz=
281.06988-281.07170 F:
FTHS {11} + p ESIFull
ms [150.00-400.00] his
0.5pph

0 Sl
1] 2 4 G 2

Time {min)

stilfametoksipiridazin-siilfamonometoksin

NL: O
g 100; Basze Peak miz=
L] 80+ 254.05812-254.06066 F:
E FTMS {1,1} + p ESI Full
g E ms [150.00-400.00] M5
3 ] feet
5 209
e
a 487 NL: 2.85E3
100: Basze Peak miz=
30 254 05812-2564 06066 F:
a0 FTMS {1,1} + p ESI Full
7 ms [150.00-400.00] M5
403 0.8ppb
207
O L L L B | |
u] 2 4 G 10
Time (min)
siilfametoksazol
RT: 0.00- 1003 Sh: 8%
6.19 ML: 5.92E2
E 1o Baze Peak m/z=
m a0 268.07370-268.07638 F:
E. FTMS {1,1} + p ESI Full
3 ms [160.00-400.00] MS
2 40 Opphb
5
=
a 4.54 ML: 2.18E3
1o Baze Peak miz=
a0 268.07370-268 07638 F:
a0 FTMS 1,13 + p ESI Full
ms [150.00-400.00] M35
40 £i.15 B Gppt
20 732
[u]
a 2 4 G 10
Time (min)
siilfamoksol
RT: 0.00- 1003 Shi: 9G
HL: 0O
§ 1DD§ Base Peak m/z=
m a0+ 301.07386-301 07632 F:
E o3 FTMS {1,1} + p ESI Full
g E ms [150.00-400.00] MS
2 40; Oppb
5 0
-
a 576 ML: 2.22E3
100; Baze Peak miz=
80 304.07386-301.07688 F:
a0 FTMS {1,1} + p ESI Full
7 ms [150.00-400.00] WS
404 0Apph
209
O L LI L W A |
ul 2 4 5 10
Time (min)
siilfakinoksalin

Sekil 4.87. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) bebek siitii
orneklerine ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)

(devami)

RT:0.00-1003 SM: 9

765 ML: 3.39E2
3 100: Base Peak miz=
_'E SDE 250.06322-250 06572 F:
E o FTMS {1,1} + p ESI Full
2 E mz [150.00-400.00] M5
e Pree
5 ]
o |
o 421 ML: 1.87E2
100_ Baze Peak miz=
a04 250.06322-250 06572 F:
w03 FTMS {1,1} + p ESIFull
J mz [150.00-400.00] hS
405 0.5ppb
204
0T L L L LB N B | 1
o z2 4 5] g 10
Time (min)
stilfapiridin
RT:0.00-1003 Shi: 90
1.27 NL: 8.7GE2
§ 1005 Base Peak miz=
K] &0+ 2a6.01961-266.02217 F:
E o FThS [1,1] + p ESI Full
2 ] ms [150.00-400.00] M3
2 40—: Oppb
i 0]
- ]
o 411 NL: 3.37EZ
100_: Baze Peak miz=
80—: 266.01961-286 02217 F:
w0 FTMS {1,1} + p ESI Full
] ms [150.00-400.00] M5
405 0.8ppb
209
It |
a Z 4 5] g 10
Time (min)
stilfatiazol
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:000-1002 Shi: 9G RT:0.00-1002 Sh: e
NL: O NL:O
- 1004
3 100 ] Baze Peak miz= g ] Base Peak miz=
E 503 283.06882-203.07176 F: 3 80 307 03440-307 08748 F:
S o FTMS {11} + p ESIFull 5 . 3 FTMS {11} + p ESI Full
I ms [150.00-400.00] MS 2 ] ms [150.00-400.00] MS
3 40 Oppb 2 40 Oppb
a0 L
[ i s ]
['4 o | o G_
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% ] 5
'3 i o
10g 0% NL: 5.13E3 54z WL 2.85E2
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403 05ppb 0.5pph
203 180 E
03— I||'l| LI B B T 1 1 03— LA NN B B B S T
0 2 ) 10 a z 4 & g 10
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@ ] Baze Peak miz= @ 7 Baze Peak miz=
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o 0 3 1
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] Baze Peak miz= Baze Peak miz=
80 207 07368-202 07650 F: 285.01032-286 02218 F:
50 FThAS 1.1} + p ESI Full FThS 1.1} + p ESIFull
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Sekil 4.88. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida drneklerine
ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00-1002 SM: QG

NL: O
§1DDE Base Feak miz=
m a0+ 251.05846-251 06093 F:
S ] FTMS {1,1} + p ESIFull
3 ] ms [150.00-400.00] wiS
E 40; Oppb
I 0]
i3 B
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. FTMS {11} + p ESIFull
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409 0.5ppb
203 T.08
0 2 4 g 2 10
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RT: 0.00-10.02 Sh: 9%
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B 0
(1 ]
a 431 NL:3.7T1EZ
1o ] Base Peak miz=
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1+
0 2 4 g g 10
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RT: 0.00- 1002 Shi: 3G
NL: O
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o EXE] HL: 2.91E3
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20 4.00
S o e e o e LA e e e s e
u} 2 4 5} g 10
Time (min)
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RT: 000-1002 SM: 9

00— .00 3 NL: 7.52E3
3 ] g8 Base Paak miz=
_’E SD—: 311.07929-311.08241 F:
£ g 574 FTMS {1,1} + p ESI Full
) k| ms [150.00-400.00] MS
R prb
5 ]
e .3
HL: 9.56E2
100_: Base Peak miz=
SD—: 311.07929-211.08244 F:
EiD—: TME {11} + p ESIFull
3] mis [150.00-400.00] MS
403 0.5ppb
204
o 1
0 10
Time (min)
stilfadimetoksin
RT: 0.00- 1002 Sh: 93
NL: O
31002 Base Pask miz=
E 203 279.08962.279.09242 F:
5 a0l FTMS {11} + p ESI Full
2 E mz [150.00-400.00] M5
g 3 Peed
5 ]
(1 3
a 462 NL: 2.84E3
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a0+ 279.08962.279.09242 F:
— FTMS 1,1} + p ESI Full
J m [150.00-400.00] M5
403 0.5ppb
204
0Fr— L L L L L BNLL BB B |
0 z 4 g g 10
Time (min)
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RT: 0.00- 1002 Sh: 3G
NL: O
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m 80 281.06288-281.07170 F:
£ a0 FTMS {1,11 + p ESI Full
g E ms [150.00-400.00] w5
2 40; Opphb
5 ]
i3 B
s 497 NL: 3.14E3
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SDE FTME {11} + p ESIFull
] mz [150.00-400.00] MS
403 05ppb
203
o+ :
0 2 4 G g 10
Time (min)

stilfametoksipiridazin-siilfamonometoksin

Sekil 4.88. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida orneklerine
ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir) (devami)
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00-10.02 SM: 96
7.39 NL: 5.91E2
3 100; Base Peak miz=
E a0 .18 G 07370268 076G F:
£ o] FTMS 1,1} + p ESI Full
2 7 ms [150.00-400.00] MS
R freet
5 203
['4 4
o a7 NL: 1.49E32
1003 Baze Paak miz=
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403 0.5pph
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o Fr——r———r————r
i 2 4 6 g 10
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L =
14 4
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a0 301.07326-309.07688 F:
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E ms [150.00-400,00] WS
405 0&ppb
20
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o |
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0 | L L SO I L |
] 2 4 5} 8 10
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T opeb
5 0
(1 3
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3] ms [150.00-400.00] hiS
a4 1A 0.5ppb
20 h
1+t
0 2 4 g g 10
Time (min)
stilfatiazol

Sekil 4.88. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) ek gida 6rneklerine
ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir) (devami)

RT:0.00- 1002 Shi: 95
469 NL: 6.91E2
» 1004
@ ] Baze Peak miz=
] 20 £93.06582-293.07176 F:
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o ]
e o3
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o 3]
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1003 Baze Peak miz=
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Sekil 4.89. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et iirlinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
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Ulgen Ilknur KONAK

RT:0.00-1002 =M 96
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.E 40§ Dppb
= 204
u |
1 C_
100 X WL 5.02E3
Base Peak miz=
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Sekil 4.89. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {iriinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)

(devami)
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HL: O
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27 ms [150.00-400.00] MS
A peet
5 ]
o |
v 38 NL: 1.03E4
1o 3] Base Feak miz=
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BULGULAR VE TARTISMA

Ulgen Ilknur KONAK

RT:000-1003 SM: 89G

{RT:000-10.0% SM: 86

Ja0 374 NL: 3.35E3 100 214 NL: 2.00E2
3 E Base Peak miz= g 7 Base Peak miz=
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0 ™ L e T
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% E e E a0 Opph
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a ] o ]
o C- o G_
XD NL: 1.28E4 NL: 1.21E3
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E ms [150.00-400.00] t3 E ms [150.00-400.00] M5
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o LI B B N S B B I S D B Y B | T 1] o LI B == T 1 11 T 11T
0 2 4 5 10 il 2 4 8 10
Time (min) Time (min)
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RT: 0.00- 1002 SM: 93 {RT:0.00-10.03 SM: 8%
100 6.40 NL: 2.82E2 a0 NL: O
¥ E Base Peak miz= § Base Peak miz=
-E a0 268.07370-268.07638 F: | &0 60 06322-260 06572 F:
£ a0 FTMS 1,1} + pESIFull € o FTMS [1,1} + p ESIFull
2 7y ms [150.00-400.00] M5 2 ms [150.00-400.00] WS
40 Dppb
E g pp E 40 Opph
B 503 B o
u <0 i
[' C_ o a
100 53 NL: 1.05E4 3.0 NL: 1.14E4
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203 26207370-268. 07628 F: 20 260 0f322-260 0BT 2 F:
a0 FTMS [1,1} + p ESI Full FTMS [1,1} + p ESIFull
E mz [150,00-400.00] MS ms [150.00-400.00] WS
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205 470 20
3 i 038 050 3-:7
0 LI DL L L L I B LR 1] T a | L L T 11T
o 2 4 g 10 i 2 4 2 10
Time (min) Time (min)
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Sekil 4.89. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et iirlinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)

(devami)
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RT: 0.00-10.03 SM: 8% RT:0.00-10.02 SM: 96
534 NL:2.47E4 0 NL:O
g 100 E 457 Base Peak miz= g ] Baze Peak miz=
5 0] 301.07386-301.07686 F: 7 50 256,01961-256.02217 F:
. FTMS {11} + p ESIFull £ _ 3 FTMS {1.1} + p ESI Full
2 ms [150.00-400.00] WS 2 3 ms [150.00-400.00] M3
g 403 Oppb E 40E Oppb
B 0] a2 B 203
'3 G: ] i G:
534 NL: 4.0RE4 EXE NL: 1.189E4
100; Base Peak miz= 100; Baze Peak miz=
803 Al 301.07386-301 07688 F: 80 266.01961-266.02217 F:
a0 444 FTMS {11} +p ESIFul 3 FTMS [1.1} + p ESI Full
E ms [150.00-400.00] WS E ms [150.00-400.00] M3
40 578 05pph 405 0.5ppb
205 430 20: 1.34 444
S —— L ——
0 2 4 g g 10 0 2 4 B g 10
Time (min) Time (min)
siilfakinoksalin siilfatiazol

Sekil 4.89. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis (0.5 ppb) et {irlinleri igeren
orneklere ait kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
(devami)

Kiitle spektrometrelerinin ¢alisma performansinin degerlendirilmesinde cihazin
¢Oziiniirliik degeri ile baglantili olan kiitle dogrulugu parametresi de dikkate alinmalidir.
Yiiksek dogrulukta yapilan 6l¢iimler analitin diger matriks bilesenlerinden ayrilmasini
saglayarak tanmimlanmasini artirmaktadir. Kiitle dogrulugu, analitin gercek kiitlesi ile
cihazda Olgiilen kiitle degeri arasindaki fark ile hesaplanmaktadir (Olsen vd 2005).
Gidalarda kalint1 ve kontaminantlarin analizinde kullanilan cihazin yiiksek ¢oziintirliikte
ve kiitle dogrulugunda calisabilmesi onemlidir. Karisik bilesime sahip matrikslerden
eser miktarda analitlerin yiiksek ¢ozlinirlikte (>50000) cihazlar kullanilarak yapilan
analizinde 2 ppm’in altinda tutarli ve giivenilir kiitle dogruluguna ulagilmistir. Orbitrap
analizorii ile 1 ppm ve altinda kiitle dogruluguna ulasmak miimkiin olmaktadir
(Makarov ve Scigelova 2010). Bu calismada, secicilik ¢alismasi i¢in kullanilan 0,5
ug/kg standart karisim ilave edilen 3 farkli matriksteki analitlere ait kromatogramlar
degerlendirilerek kiitle dogrulugu belirlenmistir ve Cizelge 4.28°de belirtilmistir.

Cizelge 4.28. Analitlere ait kiitle dogrulugu (ppm) degerleri

QUEChERS ASE
Et trtinleri Et tirtinleri
Ek gida Bebek siitii  iceren mama Ek gida  Bebek siitii  iceren mama
n-asetilsiilfadiazin 0,1 0,5 0,7 1,1 0,9 1,7
n-asetilsiilfamerazin 0,9 0,2 1,5 0,3 0,7 0,7
n-asetilsiilfametazin 0,8 0,3 0,7 0,9 0,3 1,3
n-asetilsiilfametoksazol 0,1 0,3 0,2 0,1 1,0 1,8
n-asetilsiilfapiridin 1,1 0,5 2,0 0,5 0,9 1,3
siilfakloropiridazin 0,7 1,2 1,0 0,1 0,4 0,6
siilfadiazin 0,3 2,0 1,3 0,8 0,2 2,0
siilfadimetoksin 1,3 1,9 0,2 15 2,5 2,0
stulfamerazin 1,1 0,2 0,6 0,4 1,2 2,0
stulfametazin 0,2 0,9 0,2 1,1 0,9 1,6
siilfametoksazol 0,3 1,1 0,7 0,2 1,6 1,9
stilfametoksipiridazin 0,1 1,0 1,1 1,0 1,7 19
siilfamonometoksin 1,3 1,2 0,7 0,6 1,3 1,8
siilfamoksol 0,8 0,1 0,8 0,1 1,1 15
stilfapiridin 0,2 0,2 0,5 1,2 2,0 1,5
siilfakinoksalin 0,2 0,7 0,8 0,9 0,7 1,7
siilfatiazol 0,9 0,1 0,3 0,9 1,1 1,8
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BULGULAR VE TARTISMA Ulgen Ilknur KONAK

Elde edilen sonuglar incelendiginde bir¢ok analitin 1 ppm’in altinda kiitle
dogrulugu ile analiz edildigi, ancak genel olarak degerlendirildiginde kiitle
dogrulugunun 2 ppm’in altinda oldugu tespit edilmistir. Bu deger ¢aligmanin yiiksek
dogrulukta yapildigini ifade etmektedir. Literatiirde farkli gida matrikslerinde Orbitrap
analizorii kullanilarak yapilan antibiyotik kalinti ¢alismalarinda 1 ppm’in (Aguilera-
Luiz vd 2013), 2 ppm’in (Romero-Gonzalez vd 2011), 3 ppm’in (Gémez-Pérez vd
2012) ve 5 ppm’in (Abdallah vd 2014) altinda; bebek gidalarinda ise 2 ppm’in (Jia vd
2014) ve 5 ppm’in (Gomez-Pérez vd 2015) altinda kiitle dogrulugu ile analizler
gerceklestirilmistir.

4.4.3. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Analitler i¢in bulunan LOQ degerlerinin, o analite ait MRL degerinin altinda
veya daha ¢ok tercih edilen miktar olan 2 MRL degerinde olmas1 gerekmektedir (Kay
ve MacNeil 2012). Daha once de belirtildigi tizere, hem Avrupa Birligi’'nde hem de
tilkemizde bebek gidalarinda ila¢ kalinti limitlerini tanimlayan gegerli herhangi bir
mevzuat bulunmadigindan dolay1 bu ¢aligmanin amacia uygun olarak, elde edilen
LOQ degerlerinin miimkiin oldugunca diisiik olmas1 metodun eser miktarda analitlerin
tanimlanmas1 ve miktarinin belirlenmesi icin yeterli oldugunu gostermektedir
(Aguilera-Luiz vd 2013). Bu calismada analitlerin LOQ degerleri 0,1-0,5 ng/kg
aralifinda tespit edilmistir (Cizelge 4.29). Literatiirde bebek gidalar1 ile yapilan
stilfonamid grubu antibiyotiklerin analizinde ASE sistemi kullanilarak elde elde edilen
ekstraktlar LC-MS/MS cihazi ile analiz edilmistir ve analitlerin LOQ degerinin 1,2-5,1
pg/kg araliginda degistigi tespit edilmistir (Gentili vd 2004). Aguilera-Luiz vd (2012)
tarafindan bebek gidalarinda yapilan diger bir calismada QuEChERS ekstraksiyonu
sonucunda LC-MS/MS cihazinda analiz edilen Orneklerdeki siilfonamid grubu
antibiyotiklerin LOQ degerlerinin 0,7-6,7 pg/kg araliginda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.29. Analitlere ait LOD (ug/kg) ve LOQ degerleri (ng/kg)

QUEChERS ASE
Et iiriinleri Et tirinleri
Bebek iceren Bebek igeren
Ek gida siitii mama Ek gida siitii mama

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

n-asetilsiilfadiazin 0,04 014 011 037 005 018 0411 035 010 033 0,07 0,24
n-asetilstilffamerazin 0,07 024 0,09 028 006 020 008 028 008 027 0,07 0,22
n-asetilsiilfametazin 005 0,17 009 031 013 042 006 021 0,05 0,17 0,07 0,22
n-asetilsiilfametoksazol 0,06 0,20 0,16 055 006 020 012 041 0,05 0,17 0,10 0,34
n-asetilsiilfapiridin 6011 o035 o011 03 010 035 009 031 0,09 031 0,07 023
stilfakloropiridazin 008 026 007 024 006 019 009 029 0,14 047 0,07 0,24

siilfadiazin 007 022 008 025 008 026 016 052 0,20 039 0,07 0,23
stilfadimetoksin 006 021 006 021 006 019 008 026 0,08 027 005 0,15
stilfamerazin 003 010 0412 039 005 018 0,13 044 016 053 0,09 0,29
stilfametazin 004 014 015 049 005 0416 0411 038 005 018 0,11 0,35
slilfametoksazol 0,07 022 013 043 007 0,22 0,07 024 009 031 0,07 024

stilfametoksipiridazin 0,06 0,19 0,09 029 005 0315 0,09 028 006 0,19 0,09 0,31
stilfamonometoksin 006 019 013 o042 007 023 006 019 0,0 035 0,11 0,38

stilfamoksol 007 022 008 028 007 024 007 022 010 034 013 042
stilfapiridin 011 035 012 039 009 030 015 049 0,09 029 0,09 031
stilfakinoksalin 003 009 012 o041 005 015 008 028 0,07 025 0,07 025
siilfatiazol 012 041 009 029 012 042 013 038 0417 057 0,10 0,34
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Bebek gidalarinda yapilan diger bir ¢alismada, Zhan vd (2013) tarafindan LC-
MS/MS cihaz1 ile antibiyotik kalint1 analizi yapilmistir ve siilfonamid grubu
antibiyotiklerin LOQ degerlerinin 0,1-0,5 pg/kg araliginda oldugu belirlenmistir. Jia vd
(2014) tarafindan bebek gidalarinda bulunan farkli kalinti gruplarinin (pestisit ve
antibiyotik) analizinde Q-Orbitrap cihazi kullanilmistir. Kalint1 gruplarinin igerisinde 7
tane siilfonamid grubu antibiyotik de bulunmaktadir. Ekstraktlar QuEChERS
yonteminin ilk asamasinin modifiye edilmesi ile elde edildikten sonra filtreden
gecirilerek analiz edilmistir. Analitlerin LOQ degerleri 0,43-1,95 ng/kg aralifinda
degigsmektedir. Gomez-Pérez vd (2015) tarafindan yapilan bebek gidalarinda kalinti
analizinde siilfonamid grubu antibiyotiklerinde (16 tane) i¢cinde bulundugu analitler %1
formik asit igeren asetonitril ¢ozeltisi ile ekstrakte edildikten sonra Orbitrap-Exactive
cihazi ile analiz edilmistir ve analitlerin LOQ degerlerinin 0,5-25 ng/kg araliginda
oldugu tespit edilmistir.

4.4.4. Dogruluk ve kesinlik

Literatiir kisminda da belirtildigi gibi dogruluk, analiz sonucunda elde edilen
deger ile ger¢ek degerin birbirine yakinligini ifade etmektedir. Dogrulugun tespiti igin
sertifikali referans madde ve referans metot kullanilmaktadir. Ancak, bunlarin
bulunmadigr durumlarda dogruluk geri kazanim c¢alismasi ile belirlenmektedir. Bu
calismada, gelistirilen analiz metodunun dogruluk ¢alismasi i¢in kér numuneler olarak
secilen bebek siitiine, ek gidaya ve et iceren mamalara 0.5, 1 ve 2.5 ng/kg olmak iizere 3
farkli konsantrasyonda standart karisimdan ilave edilmistir. Bu degerler calismanin
Ol¢iim araliginda bulunmaktadir ve geri kazanim ¢alismasi her bir konsantrasyonda 6
tekrarli yapilmistir. Kesinlik ise Ol¢iim sonuglarinin  birbirine yakinlgini ifade
etmektedir ve birbirinden bagimsiz analiz sonuglarmin arasindaki tutarliligi
gostermektedir. Kesinlik, dogrulugun bir bilesenidir ve tekrarlanabilirlik ve
tekrartiretilebilirlik olarak 2 6l¢limii mevcuttur. Bu calismada, tekrarlanabilirlik ayni
giin igerisinde kor numunelerin 3 farkli konsantrasyonda (0.5, 1 ve 2.5 nug/kg)
zenginlestirilerek her bir konsantrasyonda 6 tekrarli yapilan analiz sonucunda elde
edilen degerlerin; tekrariiretilebilirlik ise tekrarlanabilirlik ¢alismasinin 3 farkli giinde
yapilmast sonucunda elde edilen degerlerin bagil standart sapmasi (%RSD)
hesaplanarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.30-4.32°de iki farkli ekstraksiyon yontemi
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin analiz edilmesi sonucunda elde edilen verilere gore
hesaplanan % geri kazanim oranlar1 ve bagil standart sapma degerleri verilmistir.
Cizelgelerde tekrarlanabilirlik giin i¢i RSD ve tekrartiretilebilirlik ise giinler aras1t RSD
olarak belirtilmistir.

Literatiirde gidalarda siilfonamid grubu antibiyotik kalintilarinin yapildigi
analizlerde genel olarak validasyon caligmasi i¢in bu grubun MRL degeri olan 100
ng/kg veya bu degerin 1/2 konsantrasyonu (0,5 MRL) kullanilmistir. Ancak, Orbitrap
Exactive yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometresi ile balda (Gomez-Pérez vd 2012,
Aguilera-Luiz vd 2013) ve siitte (Romero-Gonzalez vd 2011) yapilan antibiyotik kalinti
analizinde metot validasyonunda kullanilan en diisiik konsantrasyonlar 5 veya 10
ng/kg’dir. Analitik metotlarin validasyon c¢alismasinda baz aliman Avrupa Birligi
Komisyon Karari’'na gore 10 pg/kg konsantrasyonda yapilan g¢alismalar icin geri
kazanim degeri %60-115, tekrarlanabilirlik RSD’si <%20, tekrariiretilebilirlik RSD’si
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ise <%30 olarak kararlagtirilmigtir. Metot validasyonunun bu konsantrasyonun altindaki
degerlerde yapildigi durumlarda RSD degerlerinin miimkiin oldugunca diisiik olmasi
gerektigi belirtilmistir (Anonymous 2002).

Elde edilen sonuglara gore, analitlerin geri kazanim oranlarinin ek gidada
QuEChERS yonteminde %60,9-85,8 ve ASE yonteminde %78,9-96,6; bebek siitiinde
QuEChERS yonteminde %61,9-85,9 ve ASE sisteminde %76,5-94,1 ve et iceren
mamalarda QuEChERS yonteminde %69,8-81,6 ve ASE sisteminde %75,5-93,5
degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. Gilin ici RSD degerlerinin ek gidada
QuEChERS yonteminde %3,3-16,8 ve ASE yonteminde %1,7-10,8; bebek siitiinde
QuEChERS yonteminde %5,6-19,1 ve ASE sisteminde %2,1-10,7 ve et igeren
mamalarda QUEChERS yo6nteminde %3,4-11,7 ve ASE sisteminde %1,1-10,1 degerleri
arasinda; giinler arast RSD degerlerinin ek gidada QuEChERS yodnteminde %1,9-15,8
ve ASE yonteminde %0,6-8,0; bebek siitinde QuUEChERS yodnteminde %4,0-17,7 ve
ASE sisteminde %1,2-9,0 ve et iceren mamalarda QUEChERS yo6nteminde %1,5-10,6

ve ASE sisteminde %1,1-8,6 degerleri arasinda degistigi belirlenmistir.

Veriler incelendiginde bu c¢alismada elde edilen sonucglarin standartlara uygun
oldugu gozlemlenmistir. ASE yontemiyle analitlerin daha yiiksek oranda geri
kazaniminin yapildig: tespit edilmistir. Ayrica bu ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
degerlerin hem giin i¢i hem de gilinler aras1t RSD degerleri QUEChERS yontemi ile elde
edilen degerlere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Gentili vd (2004) tarafindan
bebek gidalarinda yapilan siilfonamid grubu antibiyotik analizinde validasyon ¢alismast
100 pg/kg diizeyinde yapilmistir ve ASE sisteminde geri kazanim degerleri %10’un
altinda bagil standart sapma ile %70-101 araliginda elde edilmistir. Aguilera-Luiz vd
(2012) tarafindan bebek gidalarinda yapilan diger bir c¢alismada ise QuEChERS
ekstraksiyonu kullanilmistir ve validasyon ¢alismasi 3 farkli konsantrasyonda (10, 50 ve
100 pg/kg) gerceklestirilmistir. En diislik konsantrasyonda geri kazanim degerlerinin
%8-22 bagil standart sapma ile %97-120 araliginda oldugu tespit edilmistir. Zhan vd
(2013) tarafindan igerisinde siilfonamid grubu antibiyotiklerinde bulundugu farkli
antibiyotik gruplarinin bebek gidalarindan asetonitril ile ekstraktraksiyonu yapilmistir.
Calismada validasyon asamas1 200 pg/kg konsantrasyonda yapilmistir ve geri kazanim
degerlerinin %?2-13 bagil standart sapma ile %77-111 araliginda oldugu belirlenmistir.
Jia vd (2014) tarafindan igerisinde siilfonamid grubu bulunan kalinti analizinde
modifiye QUEChERS yo6ntemi (sadece 1. asama) ile %83-102 (%RSD <%§8) araliginda
geri kazanim elde edilmistir. Validasyon ¢aligmasi her analitin LOQ degerine bagh
olarak 3 farkli (LOQ, 2xLOQ ve 4xLOQ) konsantrasyonda olmak tizere 0,5-8 pg/kg
araliginda gercgeklestirilmistir. Goémez-Pérez vd (2015) tarafindan yapilan bebek
gidalarinda kalinti analizinde siilfonamid grubu antibiyotiklerin de i¢inde bulundugu
analitlerin validasyon c¢alismasinda 3 farkli (10, 50 ve 100 pg/kg) konsantrasyon
kullanilmigtir. Ekstraksiyon asidik (%]1) asetonitril ile gerceklestirilmistir. En diisiik
konsantrasyonda %2-28 bagil standart sapma ile geri kazanim degerinin %34-79
araliginda oldugu, daha yiiksek konsantrasyonlarda bu degerin %1-9 bagil standart
sapma ile %83-102 araliginda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.30. Ek gida ile yapilan analizlere ait geri kazanim oranlari, giin i¢i ve giinler arasi bagil standart sapma degerleri

QUEChERS ASE
0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb 0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb
4 Giin Giinler 4 Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler
ortalama . ortalama . ortalama ortalama . ortalama ortalama
A 1, arasl, i , arasl, . s arasi, . i¢1, arasl, " , arasl, . s arasl,
el %RSD  %RSD %M 9%RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD
azanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim

n-asetilsiilfadiazin 74,4 12,9 14,7 68,9 9,3 8,9 67,3 7,0 6,8 92,8 45 2,3 93,3 2,9 19 94,8 3,3 3.3
n-asetilstilfamerazin 74,1 15,5 15,2 73,7 6,5 6,9 69,9 6,8 47 85,9 7.9 8,0 95,1 2,8 11 96,2 2,4 0,8
n-asetilsiilfametazin 85,8 7.9 7,6 79,1 10,1 10,1 74,6 6,6 59 89,6 58 41 93,5 3,6 3,3 95,5 3,2 3,0
n-asetilsiilfametoksazol 72,8 14,3 15,0 69,9 8,9 9,0 68,0 51 2,8 87,2 59 6,7 92,3 3,9 3,3 93,9 3,6 34
n-asetilsiilfapiridin 73,2 14,7 14,0 70,7 6,0 4,0 68,1 4,6 24 86,8 52 31 93,7 3,9 3,2 95,4 3,1 3,0
siilfakloropiridazin 65,9 135 13,0 67,6 9,3 7,2 70,0 3,3 19 81,9 7.9 7,6 93,1 3,5 3,0 92,8 54 53
siilfadiazin 69,5 13,3 13,1 62,9 8,7 78 70,9 6,4 49 78,9 10,8 59 92,9 3,2 2,6 96,2 2,2 1,6
siilfadimetoksin 78,3 9,5 9,0 78,3 10,6 9,7 72,6 53 5,6 86,2 7,0 52 91,2 3,9 34 92,8 51 4,6
siilfamerazin 72,1 14,3 14,9 68,9 4,2 34 68,9 54 4.4 81,5 7,1 6,0 94,2 1,7 1,0 96,6 2,7 2,1
siilfametazin 70,1 12,9 13,9 66,7 8,6 7,1 70,5 59 51 82,5 6,7 52 94,6 3,0 1,1 94,8 3,7 1,6
siilfametoksazol 71,7 11,4 9,7 72,4 9,2 8,3 73,7 3,9 2,5 86,8 6,8 6,2 91,5 4,2 4,0 95,7 2,2 1,6
stilfametoksipiridazin 64,5 14,9 15,2 65,9 8,3 6,0 67,9 57 24 84,2 9,0 6,4 94,0 31 1,2 94,6 3,2 19
siilffamonometoksin 65,5 14,3 15,8 64,7 59 47 67,6 52 52 82,9 74 24 93,1 3,2 2,4 95,2 2,5 1,8
siilfamoksol 60,9 16,6 14,3 64,6 9,1 58 63,2 7,3 7,2 79,3 8,8 8,0 89,8 54 5.2 92,1 49 51
stilfapiridin 64,9 16,8 15,2 64,5 11,1 10,9 65,9 6,7 6,9 82,8 7.8 3,6 93,8 3,9 3,3 95,7 19 1,0
siilfakinoksalin 70,9 11,1 11,2 69,1 6,9 7,3 71,9 52 5,0 86,0 6,0 3,2 92,8 4,2 3,8 95,9 18 1,3
siilfatiazol 62,6 12,9 10,7 61,4 6,9 6,8 66,7 8,4 4,8 81,3 6,3 4,1 91,4 3,3 0,6 96,0 2,0 1,0
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Cizelge 4.31. Bebek siitii ile yapilan analizlere ait geri kazanim oranlari, giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapma degerleri

QUEChERS ASE
0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb 0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb
4 Giin Giinler 4 Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler % Giin Giinler
ortalama - ortalama . ortalama e ortalama - ortalama . ortalama -
A i¢1, arasl, . i1, arasl, . i1, arasl, . i¢l, arasl, " i¢1, arasl, . i¢1, arasl,
! %RSD  %RSD %M 9RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD %M %RSD  %RSD
azanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim

n-asetilsiilfadiazin 75,2 14,0 10,6 74,9 115 9,7 69,8 57 4,1 83,8 7,1 6,3 86,4 5,6 53 91,8 4.8 4,6
n-asetilstilfamerazin 74,9 14,0 13,8 78,5 9,8 8,7 72,6 5,6 4,0 86,0 6,3 53 86,2 6,4 4.8 91,9 51 2,9
n-asetilsiilfametazin 85,9 11,9 10,1 79,5 10,6 10,2 73,2 8,6 9,5 90,9 52 4,9 92,7 3,6 2,4 94,1 2,1 1,2
n-asetilsiilfametoksazol 74,9 19,1 17,7 76,9 14,2 14,3 71,3 8,0 7.9 81,1 53 4,6 84,4 8,3 75 91,0 49 47
n-asetilsiilfapiridin 71,5 13,2 13,1 74,7 10,3 10,0 70,6 7,3 8,0 81,1 6,5 48 83,4 7,6 6,4 91,1 3,7 3.3
siilfakloropiridazin 64,4 15,4 17,0 70,5 14,2 15,3 69,9 8,0 7.8 80,4 6,3 4.2 82,9 71 4.8 92,7 4.2 29
siilfadiazin 68,4 12,8 11,5 70,1 10,8 10,1 72,4 8,8 7,6 76,5 10,1 7,7 87,1 6,4 4,3 93,0 45 3,0
siilfadimetoksin 74,9 9,0 59 72,1 8,9 6,4 72,8 58 52 87,0 49 2,7 88,4 4.4 3,3 92,5 3,1 2,5
siilfamerazin 71,1 11,8 6,7 70,1 10,6 6,3 71,9 59 47 77,9 10,4 40 83,0 71 5,6 92,3 5,2 45
siilfametazin 69,3 14,8 11,5 69,9 12,9 10,8 73,4 6,9 59 88,5 59 3,8 86,7 7,0 53 92,9 4,2 3,0
siilfametoksazol 75,3 14,2 14,3 78,1 10,9 9,4 77,4 8,3 8,4 80,0 54 25 85,1 6,9 6,4 91,7 55 45
stilfametoksipiridazin 69,3 11,6 10,0 70,0 10,8 7,3 71,7 8,5 9,3 84,7 6,7 53 84,0 57 44 91,5 49 4.2
siilfamonometoksin 65,6 15,1 13,9 66,9 9,6 9,4 73,6 59 5,0 86,5 59 6,6 86,4 6,7 55 93,8 3,9 4.2
stilfamoksol 65,4 8,3 5,0 63,6 111 8,2 69,8 7,9 58 79,6 6,4 7,0 82,2 8,9 8,3 92,2 5,0 4.2
stilfapiridin 65,1 14,3 11,7 66,1 10,9 10,9 75,1 6,6 54 81,4 10,7 8,9 86,6 7,2 5,6 92,2 4.2 31
siilfakinoksalin 68,7 12,5 9,7 71,6 9,6 9,1 71,5 78 1,7 88,9 6,5 4,5 86,8 57 4,2 93,3 49 4,0
siilfatiazol 61,9 10,9 9,3 62,4 8,4 8,2 68,5 8,4 8,3 77,1 9,5 7,1 81,4 9,1 9,0 88,1 8,4 7,0
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Cizelge 4.32. Et iceren mamalar ile yapilan analizlere ait geri kazanim oranlari, giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapma degerleri

QUEChERS ASE
0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb 0,5 ppb 1 ppb 2,5 ppb

otgama Gin Ginler B Gino Ginler ol Gino Giler | b Gino Giler b Gino Ginler oo Gin o Ginler

3 ici, arasl, X ici, arasl, . ici, arasl, " ici, arasl, N ici, arasl, ] ici, arasl,

. gert %RSD  %RSD gerl %RSD  %RSD gert %RSD  %RSD gerl %RSD  %RSD gert %RSD  %RSD gerl %RSD  %RSD

azanim kazanim kazanim kazanim kazanim kazanim

n-asetilsiilfadiazin 74,1 78 7,0 73,4 7,0 6,8 70,1 34 15 85,2 6,3 45 90,9 49 3,6 93,5 42 3,2
n-asetilsiilfamerazin 70,8 8,0 6,0 76,8 6,2 2,8 75,7 42 35 82,8 47 34 85,9 4.2 2,8 90,3 49 3,9
n-asetilsiilfametazin 75,1 9,3 6,8 75,9 48 4,0 73,7 3,7 2,6 87,4 3,6 2,1 92,6 3,0 1,6 92,3 3,7 3,0
n-asetilsiilfametoksazol 75,7 6,3 51 77,4 55 51 76,8 49 3,4 84,3 8,9 7,4 90,1 2,9 1,1 92,4 34 1,1
n-asetilsiilfapiridin 78,9 7,2 5,0 73,9 6,8 52 72,0 8,7 9,5 82,9 8,0 6,8 88,1 3,6 35 88,2 6,0 45
stilfakloropiridazin 74,5 10,5 73 76,4 11,7 10,6 77,3 6,0 54 75,6 6,4 3,6 84,7 4.1 2,5 87,8 6,1 472
siilfadiazin 73,8 8,1 6,8 73,6 6,6 52 76,8 6,8 3,7 75,5 8,5 7,3 86,2 58 51 89,2 6,8 48
siilfadimetoksin 81,4 75 7,0 80,9 7,2 6,8 76,9 6,7 59 82,1 6,8 6,9 88,1 4,1 3,0 92,7 45 2,8
siilfamerazin 78,1 6,6 6,8 80,7 6,7 5,0 79,7 6,6 3,8 77,3 54 43 87,3 53 3,8 90,1 55 49
siilfametazin 73,9 7.2 4,3 77,4 53 43 76,7 72 6,9 81,7 59 2,8 89,3 41 3,1 89,8 45 2,5
stilfametoksazol 76,5 79 55 80,8 55 45 80,9 6,5 50 81,8 5,8 3,2 89,9 3,7 3,1 89,6 57 48
stilfametoksipiridazin 74,1 58 4.4 78,6 6,9 54 74,9 6,0 3,7 86,3 49 3,2 89,5 3,9 2,0 86,8 4,1 4,0
stilfamonometoksin 77,7 6,7 54 80,9 8,9 95 81,6 6,8 6,4 86,4 6,3 59 88,8 57 3,8 89,3 5,0 4,1
stilfamoksol 69,8 9,7 7,0 73,9 7,6 6,5 78,3 5,6 3,8 78,3 8,8 7,6 85,8 54 4,3 85,6 57 47
siilfapiridin 73,6 10,5 8,5 75,1 59 46 76,8 55 49 77,6 10,1 41 83,6 4.4 25 88,6 6,5 3,2
siilfakinoksalin 76,3 6,1 3,9 79,1 8,2 8,3 77,6 6,5 3,6 84,4 6,4 4.4 87,9 3,6 35 90,1 7,1 5,4
siilfatiazol 73,5 9,9 9,0 73,6 43 1,9 74,9 3,9 3,1 75,9 9,6 7,0 82,3 9,4 8,6 87,4 7,6 5,4
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5. SONUC

Veteriner ilag kalintilari, gidalarda bulunabilen ve insan sagligini tehdit eden
baslica kimyasal gruplardan bir tanesidir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve diger
uluslararas1 orgiitler, hem insan hem de hayvan tibbinda antibakteriyel tedavilerin asiri
veya yanlig uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan risklere dikkat cekmektedir. Gidalarda
bilingsiz kullanim sonucunda olusabilecek antibiyotik kalintilar1 insan sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Kalintilarin neden oldugu saglik problemleri 6zellikle bebek ve
cocuklarda daha da onem arz etmektedir. Bu acgidan gidalarda eser miktarda
bulunabilecek kalint1 ve kontaminantlarin belirlenmesi giiniimiizde giderek artan bir ilgi
gormektedir. Bu ¢alismada, bebek gidalarinda eser miktarda bulunabilecek 17 tane (5
tanesi metabolit) siilfonamid grubu antibiyotik kalintilarinin UHPLC-HR/MS (Orbitrap-
Exactive) cihaz1 kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliikte ve kiitle dogrulugunda analizi
yapilmistir. Analitlerin matriksten ekstraksiyonu igin ASE sistemi ve QuEChERS
ekstraksiyonu olmak tizere 2 farkli yontem kullanilmustir.

QuEChERS ekstraksiyonu genel olarak gidalardaki pestisit kalintilarinin
analizinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak bu yontemin son yillarda
antibiyotik kalint1 analizinde de uygulandigi bildirilmistir. Bu c¢alismada, bu
ekstraksiyon islemi i¢in standart AOAC 2007.01 yontemi uygulanmistir. ASE
sisteminde ekstraksiyonun yapildig1 standart bir yontem bulunmamaktadir. Analiz
edilecek bilesiklerin fiziksel ve kimyasal yapisina ve oOzelliklerine bagli olarak farklh
cesitte analitler i¢in uygulanabilmektedir. Bu ¢alismada bebek gidalarindan siilfonamid
grubu antibiyotiklerin yiiksek verimlilikte ekstraksiyonunun gerceklesmesi amaciyla
ekstraksiyonda kullanilan ¢6zgen bilesimi, sicakligi, hacmi (yikama hacmi ve dongii
sayis1) ve matriksle etkilesim siiresi (statik siiresi) parametreleri optimize edilmistir.
Ekstraksiyonda kullanilacak ¢ozgenin se¢iminde analitlerin matriksten ekstrakta yiiksek
oranda, diger matriks bilesenlerinin ise en az miktarda ge¢mesi amaglanmistir. Bu
durum g6z Oniinde bulundurularak asetonitril %80 ve metanol %20 oraninda
karistirilarak kullanilmistir. Cihaz parametrelerinin optimizasyonu sonucunda en yliksek
verim yikama hacmi %60, dongli sayist 3 ve statik siiresi 5 dk degerlerinde elde
edilmistir.

Ekstrakte edilen analitler tek bir enjeksiyon ile 10 dk (6 dk analitlerin tespiti-4
dk kolon yikama ve sartlandirma) icerisinde tespit edilmistir. Kiitle spektrometresinde
analitlerin miktar tayini icin dogru sonuglarin elde edilmesi amaciyla sivi
kromatografisi kisminda diizgiin pik seklini ve yeterli sinyal biiyiikliiglinii saglayan bir
metot gelistirilmistir. Metot gelistirme asamasinda hareketli fazin akis hizi, kolon
sicaklig1 ve enjeksiyon hacmi parametreleri agisindan en uygun kosullar belirlenmistir.
Bu c¢alismada en iyi analiz kosulu olarak akis hiz1 0,5 mL/dk, kolon sicakligi 30 °C ve
enjeksiyon hacmi 5 pL se¢ilmistir.

Kiitle spektrometresinde ise analit miktarlarinin yiiksek secicilikte ve
hassasiyette tespit edilebilmesi i¢in cihaz parametreleri optimize edilmistir. Analitlerin
HR/MS cihazinin, LC-MS/MS cihazina gore en biiyiik avantajlarindan bir tanesi bu
cihazda kuadropol sistemlerde oldugu gibi analitlerin carpisma enerjilerinin (CE)
bilinmesine veya analitlerin MS’e enjekte edilerek bu degerlerin bulunmasina gerek
olmamasidir. Ciinkii HR/MS cihazinda analitler parcalanmadan iyonlastirilarak (M+H)
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tam kiitlesi lizerinden tespit edilmektedir. Analitlerin tespiti ve miktarinin belirlenmesi
100000 kiitle ¢oziintirliigiinde ve 5 ppm kiitle toleransinda yapilmistir. Bu degerler
analizin yiiksek secilikte ve dogrulukta yapildiginin gdostergesidir. ESI kisminda
analitlerin iyonlagmasimi ve olusan iyonlarin kiitle analizoriine iletimini saglayan
parametrelerin optimizasyonu sonucunda analitlerden MS’de en iyi yanitin, sheath ve
auxiliary gazlarin akig hizlar1 sirasiyla 40 ve 10, kapiler ve heater sicakliklar1 sirasiyla
250 °C ve 350 °C ve spray voltaji degeri 4 kV oldugu durumda alindig1 belirlenmistir.

Gelistirilen analiz yonteminin giivenilirligini ve tutarliligini test etmek amaciyla
metot validasyonu calismast gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 3 farkli matrikste (bebek
siitli, ek gida ve et iceren mamalar) 3 farkli konsantrasyonda (0.5, 1 ve 2.5 pg/kg) ve 3
farkli giinde 6 tekrarli geri kazanim c¢alismalari yapilmistir. Bu g¢aligmalar 2 farkl
ekstraksiyon yonteminde uygulanmistir. Bu ¢alismada 3 farkli matrikste tiim analitlerin
matriks uyumlu kalibrasyon ile elde edilen korelasyon katsayilarinin karesi 0,999’un
tizerinde elde edilmistir. Ekstraksiyon veriminin belirlenmesi amaciyla yapilan geri
kazanim g¢aligmalarinda, QUEChERS yontemi ile analitlerin en fazla %85,9’u ekstrakte
edilebilirken, ASE sisteminde bu oran %96,6’ya ¢ikmistir. Ayrica ASE sistemi ile elde
edilen verilerin bagil standart sapmasinin, QUEChERS yontemi ile elde edilenden daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bagil standart sapmanin diisiik olmasi, ASE ydntemiyle
elde edilen verilerin daha dogru ve kesin oldugunu ifade etmektedir. Validasyon
calismasi1 sonucunda analitlerin LOQ degerleri 0,1-0,5 pg/kg araliginda tespit edilmistir.
LOQ degerinin diisiik olmasi, cihazin performansinin eser miktarda analitlerin tespiti ve
miktarinin belirlenmesi agisindan uygun oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢aligma ile bebek gidalarinda eser miktarda bulunan
silffonamid grubu antibiyotiklerin ve metabolitlerinin hizlandirilmis ¢dzgen
ekstraksiyonu ile yiiksek oranda matriksten alinmasi saglanmistir ve analitlerin analizi
yiiksek secicilik, dogruluk ve kesinlikte gergeklestirilmistir. Gelistirilen analiz metodu
kullanilarak 47 tane bebek mamasinda yapilan analiz sonuglarina gore oOrneklerin
stilfonamid grubu antibiyotik kalintilarin1 ve metabolitlerini igermedigi tespit edilmistir.
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EK-2. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(QUEChERS)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,358 0,453 0,305 0,725 0,768 0,689 1,964 1,599 1,782
0,352 0,373 0,343 0,846 0,785 0,667 1,835 1,687 1,783
0,341 0,473 0,401 0,889 0,683 0,643 1,734 1,639 1,785
0,431 0,439 0,357 0,772 0,714 0,744 1,640 1,687 1,723
0,378 0,352 0,296 0,776 0,739 0,645 1,953 1,781 1,673
0,442 0,312 0,362 0,831 0,935 0,634 1,682 1,762 1,684
n-asetilsiilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,409 0,448 0,291 0,785 0,778 0,718 1,954 1,765 1,915
0,328 0,461 0,332 0,799 0,759 0,696 2,034 1,788 1,756
0,342 0,400 0,300 0,860 0,829 0,718 1,704 1,749 1,868
0,386 0,363 0,344 0,858 0,750 0,673 1,909 1,768 1,795
0,420 0,435 0,375 0,763 0,801 0,723 1,760 1,795 1,711
0,381 0,426 0,303 0,974 0,903 0,742 1,968 1,703 1,719

n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,401 0,474 0,398 0,760 0,812 0,704 2,160 1,763 1,698
0,450 0,498 0,373 0,830 0,797 0,682 2,078 1,821 1,658
0,477 0,367 0,424 0,843 0,825 0,693 2,070 1,775 1,868
0,482 0,474 0,369 0,913 0,731 0,646 1,945 1,784 1,688
0,391 0,489 0,401 0,898 0,821 0,724 1,912 1,731 1,636
0,446 0,482 0,337 0,902 0,913 0,820 1,937 1,738 1,672
n-asetilsiilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin
0,378 0,497 0,354 0,880 0,822 0,734 1,903 1,725 1,810
0,324 0,392 0,289 0,779 0,694 0,743 2,110 1,610 1,861
0,396 0,342 0,335 0,938 0,701 0,600 1,985 1,717 1,647
0,466 0,338 0,275 0,817 0,801 0,598 1,824 1,592 1,810
0,470 0,452 0,334 0,965 0,805 0,613 1,861 1,744 1,600
0,478 0,354 0,269 0,883 0,798 0,687 1,924 1,721 1,648

n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,331 0,337 0,269 0,775 0,764 0,613 2,022 1,665 1,779
0,379 0,424 0,294 0,751 0,773 0,757 1,916 1,636 1,815
0,382 0,390 0,345 0,703 0,861 0,591 1,857 1,658 1,652
0,404 0,391 0,316 0,761 0,823 0,655 1,842 1,617 1,721
0,426 0,394 0,318 0,858 0,790 0,670 1,929 1,681 1,716
0,388 0,355 0,289 0,811 0,783 0,705 1,958 1,628 1,689
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EK-2. Bebek siitiinde yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devamn)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,363 0,320 0,253 0,834 0,691 0,550 1,963 1,662 1,584
0,342 0,284 0,266 0,790 0,698 0,627 1,994 1,784 1,668
0,377 0,285 0,257 0,743 0,734 0,676 1,725 1,690 1,624
0,400 0,288 0,289 0,787 0,673 0,607 1,772 1,866 1,614
0,400 0,345 0,292 0,929 0,720 0,585 2,012 1,730 1,584
0,397 0,306 0,328 0,816 0,643 0,586 1,880 1,648 1,646
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,382 0,347 0,301 0,686 0,693 0,673 2,193 1,624 1,853
0,328 0,403 0,363 0,788 0,678 0,605 1,959 1,676 1,985
0,392 0,362 0,279 0,711 0,634 0,614 1,864 1,637 1,838
0,344 0,372 0,259 0,782 0,855 0,628 1,989 1,793 1,839
0,384 0,375 0,271 0,812 0,664 0,617 1,722 1,798 1,570
0,363 0,310 0,317 0,799 0,709 0,671 1,813 1,820 1,589

stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2giin 3.glin
0,368 0,320 0,381 0,881 0,644 0,697 2,044 1,731 1,898
0,356 0,363 0,316 0,866 0,705 0,671 1,936 1,735 1,844
0,390 0,409 0,351 0,684 0,718 0,732 1,933 1,692 1,746
0,378 0,365 0,344 0,699 0,631 0,702 1,706 1,708 1,793
0,406 0,433 0,387 0,706 0,716 0,708 1,930 1,882 1,826
0,342 0,423 0,414 0,752 0,762 0,711 1,911 1,682 1,775
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,434 0,308 0,316 0,722 0,683 0,695 1,735 1,725 1,876
0,331 0,354 0,417 0,643 0,662 0,833 1,911 1,846 1,940
0,342 0,365 0,305 0,713 0,643 0,627 1,812 1,642 1,954
0,351 0,378 0,303 0,776 0,705 0,644 1,846 1,769 1,912
0,430 0,318 0,328 0,891 0,636 0,722 1,892 1,699 1,674
0,393 0,371 0,357 0,659 0,753 0,611 1,735 1,600 1,795

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,389 0,365 0,360 0,663 0,833 0,631 1,828 1,698 2,044
0,372 0,391 0,282 0,733 0,866 0,565 2,068 1,842 1,725
0,411 0,336 0,300 0,636 0,629 0,649 1,932 1,768 1,828
0,288 0,407 0,320 0,715 0,818 0,591 2,022 1,765 1,741
0,289 0,328 0,297 0,768 0,765 0,663 1,812 1,744 1,788
0,430 0,396 0,272 0,806 0,635 0,628 2,025 1,711 1,687
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-2. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(QUEChERS) (devami)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,458 0,367 0,328 0,706 0,732 0,710 2,241 1,897 1,937
0,430 0,384 0,354 0,878 0,734 0,784 2,303 1,754 1,900
0,401 0,318 0,321 0,904 0,880 0,740 2,121 1,769 2,040
0,389 0,367 0,304 0,814 0,722 0,681 2,004 1,826 1,944
0,464 0,434 0,345 0,897 0,732 0,679 1,970 1,839 1,878
0,458 0,344 0,313 0,939 0,808 0,715 1,804 1,708 1,896
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.giin 2.glin 3.glin
0,348 0,303 0,324 0,674 0,705 0,701 1,896 1,985 1,721
0,312 0,338 0,388 0,728 0,675 0,629 1,981 1,907 1,603
0,313 0,317 0,285 0,861 0,642 0,735 1,773 1,856 1,540
0,369 0,422 0,363 0,789 0,637 0,587 1,930 1,885 1,593
0,396 0,322 0,302 0,666 0,721 0,759 1,846 1,821 1,595
0,368 0,410 0,355 0,817 0,710 0,572 1,879 1,898 1,549
stilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,374 0,327 0,316 0,681 0,624 0,668 1,807 1,705 1,857
0,358 0,350 0,349 0,708 0,597 0,638 2,000 1,684 1,856
0,310 0,277 0,356 0,788 0,630 0,593 1,847 1,678 1,980
0,427 0,266 0,293 0,722 0,692 0,654 1,762 1,866 1,944
0,425 0,317 0,279 0,827 0,609 0,614 1,834 1,804 1,888
0,339 0,269 0,273 0,718 0,625 0,663 2,052 1,691 1,845
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,343 0,312 0,280 0,570 0,597 0,553 1,856 1,902 1,842
0,373 0,317 0,303 0,660 0,579 0,636 1,792 1,703 1,835
0,334 0,305 0,354 0,773 0,658 0,533 1,822 1,665 1,864
0,302 0,314 0,345 0,654 0,655 0,586 1,844 1,585 1,883
0,383 0,350 0,291 0,598 0,683 0,685 1,938 1,588 1,583
0,324 0,333 0,320 0,603 0,801 0,629 1,588 1,637 1,495

stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,394 0,328 0,246 0,699 0,669 0,557 1,969 1,789 1,809
0,315 0,307 0,323 0,665 0,568 0,592 2,047 1,656 2,001
0,344 0,289 0,301 0,726 0,648 0,547 2,052 1,797 1,840
0,343 0,307 0,305 0,773 0,631 0,593 1,906 1,736 1,979
0,371 0,314 0,378 0,782 0,690 0,717 2,056 1,988 1,804
0,435 0,292 0,264 0,741 0,686 0,609 1,802 1,722 1,859
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-2. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devamn)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,348 0,363 0,305 0,696 0,750 0,654 1,927 1,832 1,726
0,365 0,334 0,323 0,721 0,728 0,692 2,144 1,782 1,697
0,334 0,382 0,307 0,772 0,741 0,674 1,751 1,791 1,620
0,311 0,322 0,343 0,830 0,795 0,572 1,895 1,712 1,730
0,422 0,394 0,297 0,816 0,746 0,694 1,911 1,776 1,599
0,437 0,317 0,282 0,698 0,726 0,586 1,965 1,729 1,605
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,332 0,343 0,249 0,543 0,656 0,586 1,921 1,561 1,746
0,301 0,267 0,305 0,622 0,608 0,685 1,981 1,692 1,571
0,359 0,300 0,243 0,602 0,602 0,591 1,773 1,683 1,657
0,350 0,288 0,313 0,685 0,641 0,582 1,726 1,532 1,679
0,324 0,307 0,317 0,717 0,570 0,629 1,968 1,708 1,577
0,356 0,290 0,335 0,727 0,564 0,628 1,878 1,523 1,664
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-3. Ek gidada yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(QUEChERS)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,381 0,394 0,351 0,738 0,672 0,612 1,797 1,682 1,755
0,411 0,417 0,341 0,755 0,739 0,729 1,784 1,462 1,777
0,403 0,401 0,340 0,763 0,661 0,556 1,796 1,576 1,597
0,407 0,389 0,283 0,764 0,657 0,648 1,763 1,473 1,584
0,397 0,418 0,282 0,736 0,723 0,641 1,789 1,572 1,802
0,393 0,408 0,279 0,772 0,631 0,617 1,737 1,566 1,758
n-asetilsiilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,385 0,442 0,390 0,712 0,787 0,743 1,776 1,979 1,944
0,394 0,417 0,357 0,714 0,817 0,756 1,790 1,594 1,720
0,353 0,370 0,425 0,758 0,765 0,800 1,791 1,588 1,886
0,347 0,425 0,269 0,741 0,666 0,783 1,764 1,624 1,786
0,366 0,450 0,266 0,752 0,720 0,678 1,789 1,592 1,858
0,387 0,370 0,257 0,721 0,630 0,724 1,650 1,643 1,701
n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,437 0,438 0,450 0,839 0,771 0,755 1,936 1,737 1,678
0,424 0,460 0,423 0,896 0,741 0,715 2,070 1,704 1,796
0,440 0,464 0,411 0,938 0,726 0,835 2,045 1,876 1,783
0,457 0,422 0,369 0,893 0,698 0,740 1,899 1,985 1,927
0,450 0,484 0,362 0,873 0,718 0,656 2,007 1,678 1,784
0,450 0,410 0,374 0,852 0,764 0,829 1,929 1,929 1,808
n-asetilsiilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin
0,402 0,380 0,339 0,727 0,657 0,605 1,705 1,837 1,766
0,403 0,430 0,346 0,751 0,753 0,639 1,727 1,666 1,685
0.397 0,415 0,312 0,757 0,668 0,598 1,757 1,806 1,571
0.407 0,324 0,284 0,751 0,680 0,659 1,709 1,624 1,585
0.413 0,363 0,279 0,741 0,781 0,664 1,719 1,677 1,553
0.363 0,422 0,272 0,743 0,790 0,622 1,615 1,826 1,779
n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.gilin 2.gilin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,391 0,387 0,307 0,716 0,693 0,704 1,695 1,719 1,754
0,374 0,313 0,296 0,718 0,753 0,700 1,646 1,581 1,649
0,392 0,394 0,285 0,750 0,655 0,628 1,616 1,761 1,790
0,434 0,371 0,402 0,734 0,746 0,625 1,681 1,667 1,875
0,443 0,399 0,346 0,723 0,758 0,733 1,694 1,630 1,779
0,450 0,307 0,297 0,752 0,661 0,676 1,677 1,804 1,616

164



EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-3. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devamn)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,324 0,309 0,336 0,571 0,660 0,753 1,746 1,685 1,677
0,393 0,337 0,355 0,653 0,752 0,628 1,803 1,667 1,745
0,391 0,266 0,287 0,655 0,786 0,673 1,801 1,744 1,860
0,378 0,293 0,282 0,654 0,642 0,691 1,804 1,734 1,809
0,380 0,343 0,281 0,601 0,701 0,701 1,753 1,815 1,672
0,378 0,338 0,256 0,627 0,795 0,623 1,783 1,696 1,707
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,382 0,340 0,270 0,694 0,609 0,575 1,818 1,578 1,683
0,388 0,394 0,302 0,647 0,558 0,592 1,847 1,561 1,889
0,377 0,307 0,329 0,650 0,670 0,527 1,805 1,822 1,543
0,358 0,346 0,286 0,686 0,586 0,695 1,881 1,812 1,854
0,419 0,393 0,273 0,660 0,612 0,627 1,862 1,726 1,811

0,406 0,353 0,334 0,672 0,556 0,707 1,884 1,713 1,802
stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2giin 3.glin
0,395 0,390 0,357 0,833 0,714 0,815 1,865 1,701 1,923
0,401 0,391 0,350 0,820 0,632 0,704 1,941 1,709 1,732
0,427 0,378 0,329 0,896 0,774 0,780 1,964 1,714 1,833
0,447 0,393 0,397 0,898 0,749 0,700 1,859 1,691 1,847
0,418 0,355 0,403 0,827 0,638 0,875 1,958 1,719 1,774
0,443 0,328 0,447 0,889 0,753 0,798 1,881 1,713 1,832
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,405 0,406 0,303 0,697 0,685 0,668 1,795 1,639 1,779
0,402 0,414 0,348 0,714 0,685 0,709 1,792 1,594 1,920
0,408 0,347 0,336 0,722 0,697 0,618 1,749 1,734 1,727
0,390 0,329 0,288 0,702 0,692 0,657 1,747 1,580 1,831
0,405 0,424 0,271 0,729 0,662 0,643 1,744 1,737 1,636
0,387 0,355 0,270 0,714 0,704 0,699 1,751 1,561 1,688

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,383 0,356 0,325 0,702 0,683 0,562 1,862 1,584 1,642
0,391 0,350 0,326 0,697 0,624 0,738 1,885 1,614 1,829
0,392 0,387 0,341 0,705 0,606 0,589 1,827 1,770 1,855
0,407 0,378 0,275 0,703 0,686 0,610 1,847 1,640 1,782
0,371 0,401 0,266 0,694 0,761 0,613 1,876 1,803 1,590
0,367 0,331 0,264 0,664 0,741 0,625 1,840 1,752 1,736
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-3. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(QUEChERS) (devami)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,357 0,363 0,310 0,798 0,700 0,658 1,830 1,745 1,906
0,352 0,356 0,319 0,830 0,678 0,718 1,891 1,660 1,814
0,393 0,376 0,358 0,801 0,775 0,669 1,861 1,899 1,803
0,409 0.337 0,379 0,744 0,633 0,606 1,822 1,805 1,801
0,394 0,418 0,292 0,733 0,740 0,747 1,781 1,908 1,980
0,412 0,350 0,274 0,834 0,687 0,675 1,898 1,888 1,876
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,357 0,345 0,299 0,704 0,569 0,649 1,737 1,895 1,894
0,381 0,341 0,239 0,696 0,695 0,634 1,732 1,636 1,587
0,384 0,267 0,298 0,721 0,666 0,618 1,680 1,734 1,531
0,356 0,277 0,310 0,681 0,751 0,677 1,737 1,594 1,594
0,393 0,315 0,262 0,625 0,761 0,621 1,699 1,713 1,649
0,393 0,281 0,308 0,591 0,607 0,609 1,743 1,665 1,744
stilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,365 0,353 0,289 0,681 0,615 0,591 1,815 1,681 1,632
0,408 0,296 0,282 0,668 0,632 0,573 1,781 1,690 1,711
0,375 0,281 0,304 0,662 0,658 0,616 1,787 1,581 1,716
0,380 0,297 0,304 0,663 0,678 0,612 1,817 1,686 1,682
0,394 0,312 0,282 0,694 0,598 0,685 1,713 1,549 1,552
0,397 0,302 0,276 0,655 0,712 0,650 1,804 1,573 1,659
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,358 0,344 0,253 0,636 0,540 0,627 1,498 1,476 1,592
0,353 0,302 0,294 0,641 0,589 0,710 1,497 1,449 1,767
0,311 0,247 0,253 0,642 0,618 0,712 1,472 1,585 1,778
0,365 0,295 0,226 0,663 0,574 0,574 1,414 1,685 1,712
0,366 0,397 0,244 0,635 0,724 0,686 1,491 1,698 1,694
0,321 0,263 0,291 0,621 0,659 0,768 1,495 1,558 1,592

stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,389 0,309 0,307 0,689 0,609 0,538 1,631 1,513 1,820
0,322 0,299 0,233 0,727 0,656 0,667 1,662 1,582 1,643
0,384 0,337 0,272 0,720 0,597 0,607 1,696 1,523 1,702
0,411 0,393 0,328 0,750 0,672 0,657 1,624 1,637 1,847
0,404 0,341 0,268 0,692 0,616 0,533 1,673 1,464 1,811
0,326 0,283 0,243 0,751 0,614 0,520 1,641 1,493 1,722
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-3. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devamn)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,400 0,406 0,336 0,712 0,697 0,648 1,849 1,871 1,875
0,385 0,328 0,361 0,735 0,680 0,610 1,852 1,684 1,700
0,398 0,349 0,307 0,772 0,712 0,642 1,864 1,850 1,768
0,388 0,329 0,329 0,745 0,636 0,673 1,884 1,621 1,773
0,394 0,337 0,278 0,785 0,655 0,691 1,892 1,667 1,827
0,403 0,353 0,300 0,715 0,652 0,673 1,932 1,667 1,790
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,288 0,291 0,270 0,679 0,548 0,599 1,560 1,750 1,868
0,383 0,310 0,311 0,696 0,570 0,606 1,744 1,500 1,491
0,278 0,329 0,259 0,670 0,546 0,646 1,798 1,613 1,571
0,352 0,294 0,320 0,628 0,583 0,569 1,741 1,722 1,563
0,402 0,326 0,297 0,615 0,608 0,639 1,794 1,507 1,725
0,366 0,269 0,289 0,600 0,619 0,639 1,725 1,433 1,900
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-4. Et iceren mamalarda yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (QUEChERS)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,381 0,371 0,361 0,755 0,720 0,649 1,831 1,709 1,849
0,411 0,350 0,378 0,854 0,713 0,684 1,722 1,773 1,766
0,403 0,348 0,382 0,800 0,709 0,701 1,752 1,769 1,727
0,407 0,329 0,381 0,779 0,667 0,717 1,823 1,749 1,644
0,397 0,393 0,324 0,781 0,675 0,759 1,773 1,753 1,734
0,393 0,328 0,335 0,747 0,746 0,758 1,614 1,739 1,797
n-asetilsiilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,385 0,350 0,318 0,787 0,814 0,747 1,761 1,904 1,864
0,394 0,348 0,399 0,814 0,706 0,745 1,816 1,994 1,898
0,353 0,326 0,358 0,817 0,738 0,746 1,831 1,906 1,974
0,347 0,304 0,390 0,738 0,725 0,817 1,907 1,967 1,793
0,366 0,327 0,356 0,734 0,859 0,724 1,871 1,931 1,904
0,387 0,337 0,324 0,839 0,704 0,764 1,747 1,995 2,014
n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,419 0,369 0,357 0,790 0,777 0,728 1,815 1,943 1,794
0,341 0,384 0,333 0,833 0,683 0,767 1,754 1,917 1,873
0,331 0,380 0,388 0,806 0,714 0,790 1,762 1,904 1,846
0,360 0,346 0,404 0,757 0,755 0,774 1,814 1,867 1,763
0,414 0,360 0,383 0,711 0,733 0,756 1,957 1,803 1,871
0,469 0,351 0,374 0,754 0,765 0,776 1,728 1,833 1,921
n-asetilsiilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.giin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin
0,402 0,362 0,374 0,832 0,799 0,774 1,965 1,984 2,022
0,403 0,348 0,373 0,835 0,788 0,695 1,849 1,858 2,142
0,397 0,345 0,358 0,831 0,808 0,725 1,899 1,907 1,793
0,407 0,410 0,396 0,750 0,759 0,760 2,022 1,929 1,847
0,413 0,344 0,360 0,821 0,772 0,698 2,000 1,887 1,771
0,363 0,365 0,392 0,766 0,742 0,773 1,815 1,980 1,880
n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,369 0,414 0,387 0,782 0,777 0,721 1,883 1,976 1,737
0,337 0,412 0,399 0,743 0,734 0,727 1,731 1,920 1,571
0,419 0,348 0,423 0,662 0,769 0,749 1,805 1,969 1,552
0,433 0,371 0,366 0,668 0,834 0,683 1,683 2,064 1,749
0,393 0,392 0,394 0,721 0,727 0,672 1,786 2,022 1,710
0,437 0,385 0,419 0,722 0,834 0,773 1,714 1,939 1,594

168



EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-4. Et igeren mamalarda yapilan validasyon g¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (QUEChERS) (devami)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,365 0,322 0,345 0,820 0,840 0,641 1,903 2,030 1,899
0,394 0,351 0,355 0,811 0,824 0,634 1,759 2,054 1,948
0,391 0,440 0,337 0,709 0,868 0,690 1,888 2,063 1,704
0,421 0,433 0,377 0,748 0,936 0,643 1,898 2,060 1,904
0,380 0,425 0,300 0,768 0,772 0,713 1,951 2,090 2,033
0,378 0,347 0,346 0,900 0,711 0,729 1,729 1,986 1,877
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,388 0,333 0,346 0,799 0,688 0,775 2,067 1,963 2,012
0,412 0,365 0,361 0,757 0,760 0,717 1,778 2,081 1,910
0,365 0,375 0,375 0,698 0,679 0,732 1,826 2,000 1,926
0,411 0,316 0,372 0,657 0,714 0,795 2,016 1,997 1,720
0,383 0,379 0,327 0,666 0,702 0,787 2,023 1,939 1,659
0,419 0,384 0,330 0,759 0,742 0,817 1,707 1,909 2,037

stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2giin 3.glin
0,407 0,419 0,399 0,811 0,844 0,876 2,016 1,886 2,069
0,429 0,405 0,386 0,719 0,820 0,754 1,739 1,845 2,095
0,448 0,416 0,330 0,730 0,840 0,860 1,810 2,012 2,151
0,439 0,377 0,391 0,721 0,842 0,877 1,792 1,878 1,803
0,422 0,373 0,411 0,770 0,862 0,790 1,832 1,999 2,081
0,465 0,396 0,412 0,737 0,899 0,804 1,729 1,922 1,941
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,426 0,365 0,389 0,809 0,839 0,837 1,952 1,926 2,217
0,425 0,382 0,374 0,900 0,769 0,886 1,759 1,987 2,019
0,438 0,392 0,406 0,820 0,769 0,839 2,002 2,094 2,107
0,429 0,368 0,364 0,844 0,797 0,795 2,035 2,030 1,755
0,405 0,353 0,370 0,762 0,718 0,873 2,052 1,985 2,148
0,387 0,373 0,380 0,714 0,749 0,797 1,738 1,967 2,078

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,383 0,342 0,360 0,733 0,800 0,799 1,815 2,103 2,052
0,391 0,397 0,411 0,712 0,766 0,824 1,881 2,017 2,015
0,392 0,353 0,341 0,725 0,778 0,780 1,698 2,022 1,954
0,407 0,334 0,399 0,739 0,796 0,753 1,939 2,089 1,707
0,371 0,363 0,329 0,693 0,768 0,810 1,741 2,055 1,914
0,380 0,368 0,338 0,824 0,832 0,808 1,674 1,944 1,913
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-4. Et iceren mamalarda yapilan validasyon g¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (QUEChERS) (devamn)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,357 0,323 0,369 0,846 0,831 0,794 2,069 2,003 2,248
0,424 0,395 0,383 0,903 0,763 0,866 1,881 1,982 2,190
0,393 0,348 0,424 0,812 0,802 0,775 1,974 2,117 2,127
0,409 0,386 0,357 0,775 0,815 0,860 2,014 1,922 1,781
0,394 0,378 0,391 0,746 0,766 0,841 2,194 2,046 1,968
0,412 0,414 0,330 0,788 0,743 0,784 1,781 2,070 2,079
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,357 0,377 0,368 0,876 0,832 0,783 2,019 1,969 1,847
0,381 0,414 0,346 0,768 0,765 0,774 1,825 1,945 1,794
0,384 0,376 0,368 0,814 0,836 0,730 1,928 1,934 1,995
0,356 0,384 0,348 0,755 0,808 0,717 1,780 1,996 1,565
0,348 0,363 0,370 0,834 0,775 0,781 1,883 1,833 1,866
0,393 0,404 0,330 0,752 0,874 0,665 1,712 1,894 1,921
stilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,360 0,360 0,433 0,737 0,800 0,901 1,939 2,026 2,200
0,391 0,366 0,382 0,750 0,767 0,881 1,888 1,947 2,239
0,412 0,345 0,368 0,843 0,815 0,875 1,968 2,032 2,230
0,398 0,362 0,402 0,756 0,775 0,902 2,067 2,035 1,943
0,417 0,387 0,394 0,728 0,741 0,895 1,960 2,018 2,262
0,439 0,392 0,381 0,798 0,691 0,923 1,767 1,970 2,219
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,358 0,411 0,319 0,735 0,796 0,673 2,089 2,136 1,981
0,353 0,335 0,338 0,807 0,713 0,748 1,893 1,993 1,889
0,311 0,350 0,314 0,826 0,788 0,723 1,901 1,958 1,792
0,398 0,357 0,315 0,713 0,721 0,711 2,091 2,066 1,730
0,366 0,420 0,305 0,708 0,813 0,675 1,933 2,063 1,924
0,321 0,353 0,355 0,756 0,793 0,701 1,833 1,974 1,972

stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,414 0,341 0,316 0,704 0,866 0,734 1,891 2,100 1,870
0,415 0,403 0,339 0,735 0,719 0,707 1,855 1,999 1,831
0,332 0,383 0,333 0,727 0,748 0,667 1,925 2,051 1,860
0,368 0,325 0,379 0,759 0,722 0,789 1,840 2,045 1,709
0,423 0,362 0,397 0,755 0,769 0,763 1,987 2,012 1,897
0,432 0,320 0,343 0,793 0,805 0,762 1,748 1,958 2,002
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-4. Et iceren mamalarda yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (QUEChERS) (devami)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,407 0,413 0,359 0,890 0,754 0,777 2,030 1,942 2,119
0,394 0,389 0,337 0,907 0,679 0,816 1,768 1,771 2,049
0,379 0,343 0,377 0,861 0,748 0,825 2,024 1,978 1,923
0,367 0,378 0,393 0,810 0,730 0,796 2,111 1,943 1,759
0,395 0,400 0,379 0,808 0,800 0,722 2,076 1,829 2,061
0,421 0,386 0,354 0,866 0,700 0,749 1,807 1,771 1,948
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,426 0,382 0,341 0,693 0,779 0,782 1,873 1,897 2,003
0,405 0,343 0,375 0,722 0,712 0,692 1,825 1,828 1,933
0,430 0,405 0,348 0,734 0,705 0,794 1,743 1,886 1,949
0,391 0,300 0,362 0,748 0,753 0,740 1,800 1,864 1,789
0,310 0,390 0,357 0,729 0,716 0,702 1,921 1,963 1,844
0,328 0,367 0,354 0,729 0,730 0,784 1,766 1,925 1,928
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-5. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(ASE)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,414 0,435 0,412 0,779 0,848 0,898 2,047 2,167 2,348
0,429 0,461 0,420 0,752 0,873 0,895 2,263 2,224 2,236
0,431 0,442 0,381 0,848 0,816 0,932 2,271 2,273 2,178
0,389 0,470 0,436 0,851 0,929 0,894 2,270 2,453 2,275
0,372 0,413 0,423 0,885 0,883 0,858 2,400 2,412 2,387
0,360 0,405 0,450 0,816 0,905 0,894 2,261 2,392 2,462
n-asetilsiilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,450 0,449 0,390 0,801 0,745 0,908 2,203 2,381 2,400
0,439 0,448 0,442 0,895 0,891 0,947 2,314 2,023 2,310
0,446 0,487 0,417 0,881 0,918 0,899 2,344 2,384 2,201
0,458 0,420 0,403 0,830 0,834 0,931 2,174 2,420 2,242
0,414 0,418 0,405 0,812 0,847 0,869 2,150 2,388 2,271
0,459 0,381 0,417 0,771 0,867 0,863 2,262 2,369 2,497
n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,466 0,464 0,446 0,924 0,884 0,935 2,341 2,380 2,367
0,420 0,472 0,457 0,950 0,942 0,929 2,306 2,399 2,357
0,455 0,486 0,479 0,971 0,925 0,908 2,447 2,365 2,300
0,472 0,429 0,445 0,861 0,892 0,940 2,337 2,382 2,354
0,465 0,463 0,408 0,928 0,877 0,968 2,326 2,308 2,398
0,487 0,412 0,454 0,980 0,914 0,952 2,244 2,409 2,314
n-asetilsiilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin
0,391 0,421 0,405 0,898 0,806 0,851 2,148 2,315 2,290
0,401 0,422 0,401 0,854 0,826 0,840 2,228 2,355 2,254
0,366 0,420 0,380 0,746 0,767 0,921 2,289 2,369 2,237
0,402 0,439 0,385 0,768 0,943 0,953 2,084 2,340 2,257
0,401 0,456 0,389 0,756 0,873 0,931 2,233 2,428 2,351
0,407 0,396 0,414 0,744 0,813 0,896 2,013 2,340 2,438
n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,391 0,439 0,400 0,741 0,825 0,916 2,186 2,267 2,260
0,366 0,433 0,447 0,720 0,864 0,829 2,224 2,231 2,224
0,400 0,379 0,373 0,782 0,778 0,949 2,426 2,303 2,189
0,425 0,360 0,409 0,832 0,749 0,816 2,205 2,342 2,420
0,428 0,378 0,432 0,867 0,853 0,866 2,136 2,339 2,382
0,411 0,422 0,405 0,827 0,876 0,921 2,241 2,284 2,343
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-5. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler

(ASE) (devami)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,371 0,391 0,412 0,760 0,930 0,895 2,234 2,337 2,334
0,440 0,409 0,367 0,746 0,723 0,841 2,312 2,385 2,278
0,410 0,452 0,422 0,770 0,770 0,833 2,234 2,370 2,371
0,424 0,378 0,384 0,832 0,854 0,864 2,149 2,494 2,284
0,408 0,389 0,372 0,844 0,815 0,927 2,134 2,343 2,489
0,436 0,391 0,384 0,837 0,874 0,800 2,392 2,230 2,329
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,411 0,343 0,414 0,808 0,851 0,970 2,392 2,224 2,357
0,392 0,351 0,415 0,910 0,806 0,858 2,470 2,452 2,379
0,331 0,347 0,445 0,935 0,786 0,896 2,372 2,326 2,381
0,419 0,392 0,443 0,924 0,932 0,859 2,264 2,436 2,177
0,414 0,358 0,384 0,828 0,940 0,893 2,232 2,278 2,394
0,355 0,332 0,340 0,854 0,802 0,827 2,431 2,151 2,149

stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,390 0,398 0,431 0,854 0,845 0,859 2,300 2,359 2,307
0,434 0,423 0,445 0,842 0,945 0,893 2,167 2,240 2,437
0,450 0,452 0,448 0,840 0,861 0,929 2,268 2,357 2,391
0,442 0,430 0,454 0,873 0,913 0,927 2,221 2,409 2,320
0,431 0,442 0,419 0,878 0,841 0,965 2,246 2,340 2,361
0,448 0,413 0,482 0,853 0,904 0,886 2,298 2,238 2,345
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,419 0,361 0,365 0,744 0,890 0,858 2,207 2,207 2,415
0,342 0,427 0,451 0,753 0,786 0,979 2,313 2,313 2,394
0,326 0,364 0,385 0,851 0,751 0,870 2,437 2,437 2,270
0,409 0,438 0,441 0,820 0,806 0,894 2,445 2,445 2,278
0,346 0,414 0,403 0,840 0,812 0,841 2,243 2,243 2,420
0,425 0,361 0,331 0,766 0,842 0,837 2,389 2,389 2,419

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,415 0,441 0,420 0,788 0,764 0,929 2,261 2,354 2,429
0,406 0,470 0,479 0,798 0,905 0,944 2,198 2,201 2,438
0,444 0,482 0,411 0,844 0,969 0,897 2,426 2,462 2,348
0,445 0,475 0,453 0,795 0,812 0,845 2,229 2,398 2,369
0,419 0,416 0,428 0,835 0,869 0,903 2,168 2,261 2,234
0,429 0,449 0,484 0,877 0,881 0,950 2,248 2,450 2,302
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-5. Bebek siitiinde yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(ASE) (devami)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,409 0,397 0,370 0,776 0,772 0,879 2,125 2,301 2,249
0,360 0,393 0,443 0,840 0,851 0,921 2,248 2,351 2,418
0,382 0,436 0,403 0,803 0,775 0,889 2,278 2,494 2,242
0,401 0,395 0,418 0,776 0,875 0,911 2,251 2,420 2,395
0,383 0,387 0,387 0,799 0,815 0,959 2,046 2,150 2,438
0,421 0,396 0,419 0,877 0,922 0,886 2,123 2,415 2,298
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,415 0,441 0,458 0,798 0,747 0,905 2,206 2,307 2,334
0,415 0,462 0,439 0,813 0,869 0,911 2,051 2,391 2,401
0,414 0,456 0,370 0,807 0,877 0,821 2,203 2,133 2,251
0,424 0,408 0,438 0,824 0,849 0,870 2,168 2,407 2,206
0,420 0,420 0,375 0,764 0,864 0,890 2,216 2,384 2,347
0,459 0,378 0,430 0,843 0,792 0,884 2,277 2,442 2,439
stilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.giin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,426 0,450 0,456 0,801 0,805 0,976 2,315 2,386 2,417
0,432 0,480 0,423 0,854 0,881 0,939 2,280 2,398 2,358
0,419 0,468 0,447 0,893 0,843 0,860 2,305 2,471 2,379
0,398 0,401 0,464 0,793 0,939 0,914 2,149 2,356 2,376
0,438 0,393 0,439 0,774 0,863 0,933 2,216 2,446 2,344
0,439 0,395 0,420 0,821 0,830 0,829 2,177 2,404 2,431
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,384 0,424 0,398 0,757 0,723 0,942 2,096 2,295 2,442
0,388 0,435 0,388 0,743 0,897 0,979 2,258 2,334 2,340
0,408 0,397 0,394 0,828 0,750 0,886 2,262 2,297 2,389
0,381 0,374 0,423 0,788 0,809 0,808 2,078 2,368 2,234
0,402 0,359 0,441 0,797 0,781 0,884 2,115 2,411 2,471
0,375 0,358 0,434 0,740 0,812 0,875 2,389 2,338 2,384

stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,375 0,458 0,351 0,783 0,825 0,978 2,346 2,346 2,384
0,333 0,439 0,376 0,823 0,902 0,954 2,302 2,302 2,304
0,419 0,426 0,412 0,884 0,795 0,818 2,350 2,350 2,326
0,386 0,402 0,371 0,777 0,835 0,976 2,359 2,359 2,386
0,396 0,415 0,483 0,880 0,865 0,927 2,327 2,327 2,246
0,427 0,361 0,493 0,845 0,847 0,878 2,399 2,399 2,410
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-5. Bebek siitiinde yapilan validasyon caligmasi sonucunda elde edilen ham veriler
(ASE) (devami)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,451 0,460 0,432 0,762 0,837 0,941 2,286 2,487 2,289
0,477 0,427 0,381 0,860 0,890 0,905 2,284 2,361 2,442
0,455 0,425 0,451 0,863 0,828 0,910 2,449 2,393 2,327
0,463 0,460 0,477 0,899 0,833 0,917 2,040 2,461 2,321
0,475 0,408 0,409 0,780 0,899 0,931 2,355 2,352 2,312
0,470 0,476 0,411 0,869 0,858 0,834 2,101 2,386 2,342
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,379 0,404 0,450 0,690 0,773 0,833 1,924 2,317 2,494
0,395 0,458 0,408 0,829 0,833 0,869 2,146 2,028 2,420
0,334 0,356 0,430 0,723 0,818 0,868 2,143 2,326 2,318
0,339 0,377 0,383 0,758 0,841 0,983 1,977 2,407 2,395
0,343 0,371 0,387 0,744 0,856 0,855 2,081 2,123 2,063
0,405 0,342 0,374 0,681 0,830 0,862 2,014 2,431 2,022
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-6. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (ASE)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,493 0,478 0,452 0,878 0,937 0,944 2,318 2,406 2,468
0,446 0,476 0,473 0,942 0,926 0,929 2,280 2,453 2,429
0,474 0,479 0,448 0,902 0,904 0,953 2,380 2,387 2,320
0,412 0,464 0,498 0,924 0,921 0,926 2,279 2,399 2,467
0,475 0,447 0,447 0,943 0,901 0,985 2,236 2,436 2,417
0,463 0,480 0,446 0,962 0,968 0,957 2,230 2,332 2,433
n-asetilstilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin 1.glin 2.giin 3.gilin
0,411 0,461 0,450 0,954 0,958 0,950 2,430 2,467 2,466
0,384 0,466 0,464 0,932 0,968 0,983 2,422 2,378 2,393
0,363 0,430 0,437 0,935 0,928 0,935 2,378 2,430 2,311
0,401 0,456 0,485 0,934 0,952 0,917 2,397 2,483 2,326
0,391 0,459 0,446 0,974 0,976 0,972 2,367 2,280 2,453
0,390 0,411 0,427 0,975 0,886 0,983 2,429 2,399 2,458
n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,414 0,463 0,487 0,880 0,952 0,984 2,338 2,437 2,460
0,432 0,427 0,420 0,856 0,913 0,937 2,268 2,478 2,453
0,423 0,442 0,478 0,905 0,921 0,926 2,339 2,405 2,444
0,464 0,456 0,405 0,926 0,984 0,948 2,243 2,374 2,432
0,458 0,472 0,429 0,927 0,950 0,959 2,251 2,470 2,439
0,435 0,479 0,484 0,950 0,976 0,940 2,409 2,430 2,320
n-asetilstilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,455 0,416 0,455 0,877 0,937 0,942 2,299 2,442 2,404
0,468 0,429 0,460 0,863 0,937 0,860 2,152 2,282 2,444
0,460 0,407 0,453 0,874 0,940 0,951 2,205 2,365 2,377
0,390 0,476 0,442 0,910 0,979 0,946 2,239 2,416 2,337
0,424 0,437 0,405 0,928 0,966 0,965 2,338 2,432 2,333
0,433 0,442 0,392 0,912 0,903 0,921 2,374 2,428 2,399
n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.gilin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin
0,408 0,410 0,433 0,935 0,902 0,857 2,291 2,480 2,459
0,461 0,435 0,477 0,946 0,904 0,948 2,310 2,325 2,469
0,391 0,447 0,460 0,904 0,886 0,984 2,272 2,342 2,441
0,434 0,440 0,447 0,965 0,910 0,950 2,414 2,437 2,443
0,439 0,433 0,407 0,955 0,991 0,969 2,309 2,325 2,453
0,402 0,436 0,449 0,945 0,982 0,941 2,285 2,393 2,465
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-6. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (ASE)

(devami)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,404 0,374 0,428 0,878 0,943 0,936 2,167 2,477 2,409
0,356 0,379 0,451 0,912 0,913 0,955 2,286 2,326 2,426
0,369 0,398 0,457 0,943 0,922 0,946 2,144 2,246 2,449
0,377 0,424 0,434 0,948 0,962 0,961 2,123 2,272 2,472
0,366 0,416 0,439 0,856 0,954 0,942 2,085 2,446 2,372
0,438 0,432 0,434 0,873 0,938 0,969 2,299 2,373 2,396
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,396 0,416 0,410 0,889 0,873 0,935 2,348 2,431 2,442
0,377 0,360 0,338 0,910 0,957 0,960 2,442 2,453 2,490
0,468 0,320 0,433 0,894 0,951 0,967 2,265 2,415 2,439
0,403 0,359 0,349 0,907 0,904 0,967 2,446 2,406 2,376
0,398 0,445 0,411 0,907 0,960 0,934 2,340 2,385 2,378
0,341 0,430 0,443 0,913 0,951 0,940 2,428 2,439 2,383

stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2giin 3.glin
0,394 0,416 0,425 0,891 0,913 0,921 2,416 2,340 2,470
0,441 0,433 0,449 0,858 0,888 0,876 2,122 2,376 2,411
0,455 0,413 0,446 0,918 0,953 0,939 2,092 2,384 2,373
0,436 0,455 0,486 0,897 0,976 0,937 2,108 2,398 2,381
0,420 0,447 0,445 0,847 0,931 0,924 2,234 2,360 2,280
0,378 0,380 0,486 0,864 0,919 0,956 2,231 2,345 2,453
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.giin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,379 0,437 0,444 0,962 0,941 0,910 2,429 2,452 2,430
0,410 0,440 0,397 0,925 0,953 0,938 2,416 2,445 2,478
0,366 0,449 0,407 0,932 0,949 0,949 2,194 2,464 2,482
0,442 0,401 0,384 0,950 0,919 0,963 2,405 2,428 2,388
0,394 0,425 0,418 0,938 0,916 0,944 2,355 2,423 2,416
0,411 0,376 0,352 0,955 0,967 0,940 2,352 2,437 2,471

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,395 0,403 0,441 0,973 0,925 0,955 2,396 2,479 2,413
0,379 0,438 0,434 0,906 0,942 0,882 2,419 2,457 2,436
0,345 0,414 0,440 0,957 0,979 0,961 2,260 2,185 2,353
0,434 0,420 0,432 0,981 0,962 0,937 2,356 2,423 2,447
0,430 0,396 0,377 0,900 0,985 0,954 2,401 2,343 2,427
0,384 0,432 0,430 0,929 0,937 0,954 2,204 2,264 2,378
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-6. Ek gidada yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (ASE)

(devami)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,397 0,445 0,444 0,832 0,954 0,934 2,375 2,402 2,339
0,418 0,458 0,450 0,877 0,958 0,939 2,312 2,431 2,431
0,378 0,469 0,463 0,855 0,925 0,946 2,355 2,274 2,377
0,380 0,435 0,406 0,901 0,912 0,937 2,357 2,411 2,478
0,424 0,449 0,435 0,905 0,974 0,898 2,377 2,421 2,464
0,427 0,452 0,484 0,922 0,931 0,865 2,410 2,415 2,419
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,366 0,387 0,379 0,914 0,918 0,944 2,369 2,417 2,272
0,394 0,425 0,476 0,951 0,972 0,956 2,368 2,238 2,415
0,397 0,420 0,482 0,962 0,942 0,899 2,359 2,426 2,273
0,417 0,394 0,481 0,945 0,946 0,895 2,231 2,286 2,370
0,416 0,480 0,414 0,927 0,954 0,983 2,370 2,463 2,428
0,376 0,440 0,433 0,942 0,888 0,987 2,382 2,466 2,446
stilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,418 0,405 0,446 0,922 0,918 0,979 2,484 2,413 2,385
0,397 0,396 0,419 0,931 0,887 0,986 2,432 2,245 2,384
0,419 0,444 0,401 0,907 0,934 0,932 2,334 2,329 2,334
0,424 0,454 0,403 0,903 0,942 0,891 2,292 2,430 2,391
0,385 0,473 0,383 0,889 0,927 0,960 2,443 2,428 2,371
0,389 0,353 0,454 0,938 0,938 0,974 2,376 2,413 2,363
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,396 0,376 0,412 0,874 0,937 0,899 2,260 2,262 2,474
0,358 0,434 0,410 0,821 0,890 0,929 2,331 2,375 2,420
0,352 0,377 0,456 0,827 0,946 0,941 2,188 2,350 2,332
0,376 0,378 0,450 0,901 0,848 0,935 2,107 2,304 2,435
0,362 0,365 0,468 0,808 0,927 0,947 2,110 2,337 2,350
0,389 0,387 0,394 0,857 0,907 0,965 2,092 2,362 2,344

stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,381 0,408 0,428 0,944 0,846 0,883 2,433 2,413 2,429
0,367 0,389 0,462 0,948 0,880 0,934 2,345 2,394 2,442
0,423 0,430 0,415 0,938 0,948 0,940 2,344 2,454 2,370
0,448 0,390 0,372 0,935 0,939 0,984 2,408 2,324 2,289
0,456 0,448 0,437 0,972 0,950 0,960 2,416 2,423 2,389
0,362 0,391 0,443 0,982 0,929 0,978 2,352 2,421 2,421
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-6. Ek gidada yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (ASE)

(devami)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,384 0,421 0,411 0,919 0,924 0,965 2,415 2,366 2,448
0,427 0,472 0,477 0,880 0,936 0,944 2,345 2,429 2,482
0,428 0,433 0,417 0,909 0,974 0,952 2,392 2,373 2,430
0,446 0,413 0,473 0,859 0,962 0,943 2,381 2,351 2,360
0,388 0,425 0,429 0,924 0,943 0,972 2,327 2,379 2,378
0,419 0,448 0,429 0,852 0,874 0,968 2,390 2,442 2,463
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,382 0,396 0,343 0,870 0,848 0,902 2,431 2,367 2,495
0,385 0,440 0,418 0,945 0,957 0,911 2,341 2,362 2,321
0,369 0,417 0,427 0,924 0,952 0,935 2,430 2,405 2,456
0,389 0,398 0,402 0,915 0,891 0,919 2,387 2,306 2,467
0,418 0,437 0,420 0,905 0,954 0,895 2,401 2,406 2,395
0,421 0,431 0,421 0,895 0,889 0,940 2,415 2,410 2,420
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-7. Et igeren mamalarda yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (ASE)

n-asetilsiilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,398 0,427 0,376 0,932 0,886 0,958 2,331 2,338 2,418
0,421 0,466 0,433 0,882 0,948 0,959 2,221 2,019 2,452
0,431 0,424 0,380 0,840 0,788 0,950 2,293 2,333 2,370
0,432 0,451 0,422 0,928 0,910 0,946 2,353 2,315 2,381
0,397 0,480 0,430 0,892 0,873 0,910 2,311 2,303 2,441
0,441 0,415 0,446 0,925 0,914 0,935 2,383 2,390 2,399
n-asetilsiilfamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,398 0,426 0,402 0,827 0,879 0,911 2,338 2,298 2,101
0,410 0,435 0,408 0,860 0,867 0,901 2,295 2,053 2,342
0,402 0,419 0,432 0,914 0,868 0,842 2,369 2,044 2,327
0,437 0,436 0,437 0,837 0,800 0,849 2,355 2,188 2,231
0,385 0,435 0,393 0,873 0,780 0,874 2,402 2,174 2,300
0,384 0,426 0,389 0,825 0,882 0,864 2,203 2,226 2,386
n-asetilsiilfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,429 0,435 0,443 0,868 0,936 0,945 2,309 2,329 2,335
0,431 0,463 0,423 0,917 0,927 0,906 2,360 2,112 2,457
0,460 0,440 0,452 0,974 0,902 0,888 2,298 2,211 2,290
0,440 0,432 0,435 0,933 0,897 0,921 2,253 2,368 2,198
0,411 0,404 0,439 0,945 0,936 0,955 2,203 2,357 2,419
0,425 0,452 0,454 0,909 0,941 0,969 2,315 2,385 2,339
n-asetilsiilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin
0,429 0,398 0,462 0,894 0,926 0,940 2,342 2,415 2,235
0,343 0,430 0,442 0,895 0,923 0,867 2,203 2,182 2,390
0,387 0,473 0,464 0,906 0,882 0,929 2,328 2,241 2,308
0,368 0,407 0,473 0,850 0,895 0,927 2,340 2,298 2,372
0,435 0,415 0,425 0,884 0,930 0,866 2,282 2,439 2,361
0,365 0,446 0,422 0,924 0,874 0,901 2,393 2,179 2,286
n-asetilsiilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.9iin 3.giin 1.gilin 2.giin 3.giin 1.giin 2.giin 3.giin
0,372 0,429 0,448 0,812 0,905 0,875 2,035 2,237 2,314
0,415 0,452 0,417 0,884 0,923 0,844 2,263 2,184 2,168
0,406 0,359 0,439 0,866 0,892 0,840 2,088 2,021 2,358
0,372 0,389 0,471 0,870 0,845 0,894 2,128 2,318 2,428
0,398 0,387 0,452 0,885 0,867 0,904 2,198 2,333 2,301
0,378 0,439 0,438 0,917 0,905 0,929 2,036 1,982 2,304
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-7. Et igeren mamalarda yapilan validasyon g¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (ASE) (devami)

stilfakloropiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,390 0,361 0,370 0,817 0,811 0,822 2,193 2,254 2,160
0,358 0,416 0,390 0,886 0,879 0,893 2,112 2,024 2,043
0,365 0,377 0,356 0,883 0,883 0,882 2,103 2,065 2,421
0,384 0,349 0,378 0,841 0,881 0,800 2,184 2,040 2,377
0,345 0,355 0,407 0,838 0,832 0,844 2,314 2,325 2,322
0,366 0,415 0,422 0,818 0,779 0,856 2,044 2,137 2,380
stilfadiazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,393 0,347 0,382 0,825 0,835 0,918 2,392 2,377 2,289
0,404 0,342 0,392 0,805 0,904 0,853 2,321 2,367 2,309
0,370 0,381 0,392 0,736 0,905 0,831 2,193 1,971 2,090
0,343 0,366 0,435 0,890 0,936 0,844 2,214 1,960 2,328
0,410 0,333 0,369 0,878 0,896 0,861 2,292 2,188 2,390
0,366 0,330 0,438 0,864 0,916 0,811 2,027 2,041 2,403

stilfadimetoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin
0,387 0,392 0,451 0,853 0,852 0,884 2,355 2,445 2,230
0,366 0,412 0,410 0,907 0,874 0,940 2,403 2,424 2,329
0,382 0,409 0,459 0,869 0,805 0,932 2,295 2,044 2,294
0,413 0,394 0,434 0,885 0,912 0,858 2,325 2,376 2,412
0,401 0,406 0,469 0,858 0,835 0,880 2,117 2,294 2,353
0,388 0,392 0,426 0,906 0,874 0,937 2,285 2,338 2,416
siilffamerazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,377 0,397 0,392 0,742 0,902 0,926 2,221 2,394 2,217
0,370 0,390 0,374 0,851 0,921 0,931 2,316 2,356 2,120
0,378 0,414 0,406 0,896 0,891 0,900 2,122 2,280 2,117
0,374 0,400 0,376 0,864 0,874 0,853 2,399 2,389 2,286
0,415 0,349 0,383 0,893 0,871 0,914 2,226 1,995 2,456
0,399 0,347 0,419 0,831 0,824 0,838 2,248 2,110 2,271

silfametazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb

1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.gilin 3.gilin

0,386 0,391 0,379 0,898 0,900 0,896 2,270 2,244 2,133
0,437 0,416 0,404 0,824 0,913 0,935 2,117 2,099 2,375
0,426 0,422 0,373 0,912 0,861 0,963 2,235 2,213 2,243
0,384 0,415 0,369 0,874 0,849 0,951 2,138 2,202 2,108
0,428 0,440 0,437 0,860 0,862 0,922 2,327 2,418 2,294
0,427 0,387 0,430 0,901 0,880 0,873 2,258 2,335 2,412
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-7. Et igeren mamalarda yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (ASE) (devami)

siilfametoksazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.giin 2.giin 3.glin
0,400 0,458 0,411 0,932 0,925 0,940 2,252 2,045 2,359
0,397 0,440 0,398 0,906 0,875 0,937 1,997 2,223 2,342
0,423 0,391 0,402 0,898 0,861 0,934 2,332 2,012 2,392
0,392 0,439 0,410 0,912 0,898 0,926 2,113 2,345 2,121
0,385 0,434 0,408 0,860 0,812 0,908 2,264 2,315 2,325
0,395 0,359 0,418 0,886 0,877 0,894 2,211 2,348 2,321
stilfametoksipiridazin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.gln 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin 1.glin 2.glin 3.glin
0,413 0,432 0,458 0,828 0,920 0,919 2,083 2,107 2,265
0,430 0,442 0,441 0,901 0,855 0,869 2,122 2,052 2,214
0,450 0,456 0,444 0,873 0,895 0,941 2,249 2,069 2,140
0,367 0,434 0,451 0,925 0,908 0,942 2,073 2,233 2,346
0,414 0,430 0,417 0,918 0,863 0,851 2,137 2,109 2,287
0,445 0,418 0,422 0,863 0,890 0,946 2,137 2,127 2,290
siilfamonometoksin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.gilin 3.glin
0,382 0,433 0,469 0,860 0,922 0,940 2,158 2,217 2,326
0,424 0,458 0,452 0,873 0,857 0,889 2,154 2,073 2,260
0,382 0,435 0,455 0,891 0,931 0,962 2,132 2,056 2,360
0,427 0,455 0,429 0,883 0,916 0,964 2,329 2,111 2,185
0,411 0,417 0,428 0,826 0,802 0,850 2,148 2,315 2,394
0,404 0,481 0,432 0,915 0,793 0,914 2,214 2,309 2,420
siilfamoksol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.gilin

0,415 0,398 0,366 0,868 0,872 0,889 2,026 2,276 2,364
0,431 0,360 0,402 0,858 0,812 0,920 1,989 1,994 2,176
0,454 0,366 0,363 0,825 0,736 0,913 1,925 2,065 2,088
0,368 0,372 0,429 0,900 0,866 0,935 2,204 2,250 2,295
0,424 0,331 0,365 0,852 0,839 0,865 2,119 2,165 2,210

0,446 0,378 0,382 0,831 0,822 0,840 2,004 2,117 2,230
stilfapiridin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.glin 3.glin 1.glin 2.glin 3.gilin

0,367 0,324 0,363 0,810 0,762 0,882 2,229 2,436 2,147
0,391 0,378 0,380 0,786 0,801 0,873 2,117 2,332 2,234
0,358 0,452 0,405 0,873 0,868 0,844 2,257 1,915 2,264
0,430 0,453 0,422 0,856 0,803 0,855 2,210 2,010 2,133
0,361 0,335 0,422 0,812 0,885 0,829 2,279 2,283 2,366
0,333 0,414 0,392 0,834 0,804 0,863 2,357 1,974 2,347
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EKLER Ulgen Ilknur KONAK

EK-7. Et igeren mamalarda yapilan validasyon g¢alismasi sonucunda elde edilen ham
veriler (ASE) (devami)

stilfakinoksalin

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.glin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.giin 3.glin
0,392 0,421 0,406 0,812 0,913 0,886 2,071 2,440 2,268
0,406 0,441 0,429 0,858 0,927 0,864 2,016 2,324 2,293
0,439 0,430 0,441 0,895 0,905 0,885 2,331 2,115 2,452
0,370 0,378 0,445 0,873 0,841 0,904 1,898 2,182 2,383
0,380 0,423 0,443 0,858 0,825 0,890 2,225 2,115 2,439
0,440 0,456 0,456 0,894 0,875 0,912 2,239 2,388 2,373
stilfatiazol

0,5 ppb 1ppb 2,5 ppb
1.glin 2.giin 3.glin 1.glin 2.glin 3.glin 1.gilin 2.giin 3.gilin

0,439 0,401 0,341 0,746 0,787 0,912 2,324 2,366 2,125
0,392 0,439 0,404 0,707 0,788 0,917 2,129 2,362 2,377
0,376 0,381 0,362 0,711 0,794 0,875 1,924 2,086 2,433
0,391 0,392 0,421 0,724 0,762 0,953 2,096 2,146 2,383
0,358 0,378 0,344 0,816 0,826 0,808 2,246 1,988 2,168
0,344 0,294 0,372 0,895 0,894 0,896 1,968 1,946 2,273
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