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TETRASIKLINLERIN KROMATOGRAFIK TAYIN ONCESI
ZENGINLESTIRILMESI ICIN EKSTRAKSIYON YONTEMI
GELISTIRILMESI

0z

Hayvansal gidalardaki tetrasiklin kalintilarini analiz etmek i¢in birgok yontem
kullanilmistir. Bu c¢alismada, siit, bal ve yumurtadaki kalint1 tetrasiklin
antibiyotiklerini yiiksek performansli sivi kromatografisi ile tayini Oncesi
onderistirme i¢in iki farkli dispersif sivi sivi  mikroekstraksiyon yOntemi
gelistirilmistir. ilk yontemde, geleneksel iyonik sivi bazli dispersif sivi sivi
mikroekstraksiyonu ydntemi gelistirilmistir. Iyonik siv1 olarak, 1-hegzil-3-
metilimidazolyum  bis[(triflorometil)siilfonil]imid  kullanilmistir.  Ekstraksiyon
verimliligini arttirmak i¢in pH, tuz etkisi, ekstraksiyon ¢oziiclisii hacmi, dispersif
¢oziicii tiirt, dispersif ¢oziicli miktari, ekstraksiyon siiresi ve santrifiij siiresi optimize
edilmistir.  Belirlenen optimizasyon kosullarinda, ¢alisilan alti  tetrasiklin
antibiyotiklerinin (minosiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin, metasiklin,
doksisiklin) zenginlesme faktorii 15-105 arasinda bulunmustur. Gergek Orneklerde
tetrasiklin kalintilarina rastlanmamigtir. Yontemin dogrulugu i¢in, 100-250 pg L
derisimlerde standart tetrasiklin ¢ozeltilerinden siit, bal ve yumurta Orneklerine

eklenmis ve % 50-95 arasinda geri kazanim elde edilmistir.

Ikinci yontemde ise, dort tetrasiklin antibiyotiklerin kromatografik tayin &ncesi
zenginlestirilmeleri i¢in yerinde (in-sitli) iyonik sivi bazli dispersif sivi sivi
mikroekstraksiyonu  yontemi  gelistirilmigtir.  Iyonik sivi  olarak, benzil-
metilimizadazolyum kloriir kullanilmistir. Ekstraksiyon verimliligini arttirmak igin
optimizasyon parametreleri (amonyum hegzaflorofosfat tuz c¢ozeltisinin hacimi,
denge siiresi, santrifiij siiresi, iyonik sivi/tuz hacim oranlari) incelenmistir. Belirlenen
optimizasyon  sartlarinda, dort tetrasiklin  antibiyotiklerinin  (tetrasiklin,
klortetrasiklin, metasiklin, doksisiklin) zenginlesme faktorii 25-98 arasinda elde

edilmistir. Gerg¢ek oOrneklerde tetrasiklin kalintilarina rastlanmamistir. Y Ontemin



dogrulugu igin, litresinde 50-250 mikrogram derisimlerde standart tetrasiklin
¢ozeltilerinden siit, bal ve yumurta 6rneklerine eklenmis ve 65-120 arasinda yiizde

geri kazanim elde edilmistir.

Anahtar  kelimeler:  Tetrasiklinler, iyonik  sivi, dispersif sivi  sivi

mikroekstraksiyonu, yiiksek performansli sivi kromatografisi



PROGRESSING AN EXTRACTION METHOD FOR ENRICHMENT OF
TETRACYCLINES BEFORE THEIR CHROMATOGRAFIC
DETERMINATION

ABSTRACT

Many methods have been used for an antibiotic residue analysis in animal foods.
In this study, two different dispersive liquid-liquid microextraction methods for
enrichment of tetracyclines before high performance liquid chromatography
determination in milk, egg and honey samples have been progressed. In the first
method, traditional ionic liquid based dispersive liquid-liquid microextraction
method has been developed. 1-Hexyl-3-methylimidazolium
bis[(trifluoromethane)sulfonyl]imide as an ionic liquid was used. To increase
extraction efficiency, pH, salt effect, volume of extractant solvent, type of dispersive
solvent, volume of dispersive solvent, extraction time and centrifugation time were
optimized. At optimized conditions, the enrichment factors of the studied six
tetracycline antibiotics (minocycline, oxytetracycline, tetracycline,
chlorotetracycline, methacycline, doxycycline) were found in the range of 15 to 105.
The residue of tetracyclines were not found in the studied real samples. For the
accuracy of the method, the 100 and 250 microgram per liter of standard tetracycline
mixture solutions were spiked to the blank real milk, honey and egg samples and the

percentage recovery was obtained betwwen 50 and 95.

In the second method, in-situ ionic liquid based dispersive liquid-liquid
microextraction method has been introduced for enrichment of four tetracycline
antibiotics before chromatographic determination. 1-benzyl-3-methylimidazolium
chloride was used as ionic liquid. To increase extraction efficiency, optimization
parameters (volume of ammonium hexafluorophoshate salt solution, equilibrium
time, centrifugation time, volume ratio of ionic liquid/salt) were investigated. At
optimized conditions, enrichment factors of four tetracycline antibiotics (tetracycline,
chlorotetracycline, methacycline, doxycycline) were found between 25 and 98. The

residue of tetracyclines were not found in the studied real samples. For the accuracy

Vi



of the method, the 50 and 250 microgram per liter of standard tetracycline mixture
solutions were spiked to the blank real milk, honey and egg samples and the

percentage recovery was obtained betwwen 65 and 120.

Keywords: Tetracyclines, ionic liquid, dispersive liquid-liquid microextraction, high
performance liquid chromatography
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Antibiyotik

Antibiyotikler kiigiik rahatsizliklardan hayati tehdit eden enfeksiyonlara kadar
hastaliklarin tedavisi i¢in Onerilen ilaglar arasinda yer almaktadir. Bunlar DNA,
proteinler veya hiicre duvari bilesenlerin biyosentezini engelleyen bakterilere zarar
verir ya da oldirirler. Ne yazik ki bakteriler klinikteki bir¢ok antibiyotik
bozukluklarina daha belirgin antibiyotik direnci gosterirler. Avrupa’da her yil se¢ili
multidrag direngli bakteri ile bulasici hastaliktan 25 000 insan 6lmektedir (Yu, Chen
ve Cao, 2012).

Antibiyotikler hem insan hem de veteriner tibbinda kullanimi artan aktif biyolojik
molekdillerdir. 2006 yilindan bu yana antibiyotikler AB'de hayvan yemlerinde
biiylime hizlandirici olarak yasak olmasina ragmen bu ilaglar; hayvancilik tiretiminde
tedavi ve biiyiime hizlandirict olarak, balik ciftliklerinde yem katki maddesi olarak
ve bakteriler tarafindan {iriinlerin zarar gérmesini 6nlemek i¢in hayvancilik, sanayi
ve modern tarimda 6nemli rol oynayabilir. Hayvanlara verilen antibiyotiklerin biiyiik
bir kism1 metabolizmadan atilir ve toprak islah ic¢in kullanilan giibre ile dagitilir ve

sonunda yiizey alan sularina ulasir (Gonzalez-Pleiter ve diger 2013).

Hayvansal gidalarda yiliksek seviyelerdeki antibiyotik kalintilari sadece alerjik
reaksiyonlar1 arttirmaz, ayn1 zamanda patojen direng gelisimini de arttirir. Bu
nedenle, tim diinyada hiikiimetlerin veteriner antibiyotik kullanimi kontrolii i¢in
cabalarini yogunlagtirmakta ve maksimum kalinti limitleri (MKL) {izerinde giderek
daha sik1 diizenlemeler yapilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) gibi diger
piyasa bolgelerle karsilastirildiginda, Avrupa Birligi (AB) iilkelerinin ¢ogu
antibiyotik kalintilarina daha ¢ok dikkat etmektedir. Ornegin Avrupa Birligi’nde en
sorunlu antibiyotik olarak bilinen tetrasiklin (bobrekte), ABD’nin MKL’si AB’nin
%S5’1dir (Chen ve Schwack, 2014).



Gida iiretiminde veteriner ilaglarina iligskin kalint1 olusumu; ilacin uygulama sekli,
dozu, galenik yapisi, farmakokinetik 6zellikleri ve bekleme siiresi gibi bir¢ok faktore
baghdir. Antibiyotik kalintis1 bulunabilecek hayvansal gidalar; biiylikbas ve
kiiciikbas hayvanlarin etleri ve i¢ organlari, balik, siit, yumurta ve baldir.
Antibiyotiklerin bazilarinin atilimi bobrek, siit veya yumurta yolu ile olur. Veteriner
hekimlikte antibiyotik kullanim1 sonucu hayvanlarin et ve i¢ organlar1 ile yumurta ve
stitteki antibiyotik kalintilari, insanda toksik, alerjik veya mikroorganizmalarda
diren¢ gelisimi gibi Onemli etkilerin meydana gelmesine neden olurlar (Erol,
Iplikgioglu, 2007).

Antibiyotik  semalar1  bircok simiflandirma olmasiyla birlikte, bakteri
spekturumuna (genis, dar) ya da faaliyet tiirtine (bakteri vs. bakteriyostatik)
dayanarak, en yararli kimyasal yapiya dayanmaktadirlar. Yapisal siif ig¢indeki
antibiyotiklerin etkinligi, toksisitesi ve alerjik potansiyeli genellikle benzer 6zellikler

gosterecektir (Antibiotics: Types and Side Effects, 2015).

. Beta-Laktam

o Penisilinler

o Sefalosporinler

o Makrolitler

o Florokinonlar

o Tetrasiklinler

o Aminoglikozidler

1.1.1 Antibiyotiklerin Etki Gii¢lerine gore Siniflandirilmalart

Antibiyotik ve kemoterapotikleri ¢esitli  kriterlere gore siniflandirmak
mimkiindiir. Ancak bugiin en fazla kullanilan siniflandirma, bu ilaglarin etki

mekanizmalarina ve etki giiglerine gore yapilanlaridir.

Antibiyotikler, viicut sivilarinda olusturduklari konsantrasyonlarda,

mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore iki gruba ayrilir.



|. Bakteriyostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini veya {remesini
onlerler. Gelismesi ve iliremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalari

tarafindan kolaylikla yok edilirler (Tablo 1.1)( Akkan, 1997).

Tablol1.1 Bakteriyostatikler

Tetrasiklinler Linkozamidler
Makrolitler Metronidazol
Stlfonamidler Mikonazol
Amfenikoller

I1. Bakterisidler: Bunlar bakteri hiicresini dolaysiz olarak yok ederler (Tablo 1.2).

Tablo 1.2 Bakterisidler

Beta-Laktamlar Beta-laktamaz Inhibitérleri
Penisilinler Vankomisin Sulbaktam

Sefalosporinler Rifamisin Tazobaktam

Monobaktamlar Teikoplanin Klavulanik Asid
Karbapenemler Florokinolonlar

Polipeptidler

1.2 Tetrasiklinler (TS’ ler)

Tetrasiklin antibiyotikleri, insanlar, hayvanlar ve tarimsal faaliyetlerde bakteriyel
enfeksiyonlarin  kontrol edilmesi i¢in diinya c¢apinda kullanilan birincil
antibiyotiklerdir (Lv, Ma, Chang ve Fan, 2015) ve 1950’den beri kullanilmaktadir
(Hopkins ve Blaney, 2014). Tetrasiklin antibiyotikleri diinya ¢apinda binlerce ton
tiretilmektedir. Diinyada tiiretim ve tiiketim siralamasinda ikinci sirana Cin yer
almaktadir. Bununla birlikte tetrasiklin antibiyotikleri ¢ok az alindiginda, metabolize
edilir ya da canli organizmada absorplanir, ¢ogu (yaklasik %70-90) insanlar ve
hayvanlarda metabolizmadan idrar ya da diski seklinde disar1 atilir. Tetrasiklin Su
rtinleri yetistiriciliginde ve veterinerlikte kullanilan en O©nemli tetrasiklin

antibiyotigidir. Ancak ila¢ endiistrisinde tetrasiklin iiretimi atik sularda yiiksek



miktarda tetrasiklin kalintilarina rastlanmis ve tetrasiklin konsantrasyonu 0,15 pg L™
2,37 ng L* arasindadir. Tetrasiklin kalintisi, direngli mikroorganizmalara neden
olmakta ve enfeksiyonu arttirarak insan sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir (Lv, Ma,
Chang ve Fan, 2015).

Tetrasiklinler —amfoterik  bilesiklerdir ~ Tetrasiklinden baska  minosiklin,
oksitetrasiklin, klortetrasiklin, metasiklin, doksisiklin tetrasiklin antibiyotiklerine
ornek verilebilir ve bu tetrasiklin antibiyotikleri ti¢ pK, degerlerine sahiptirler.
Tetrasiklinlerde ilk ayrisma degeri (Ky1), C3 karbonundaki OH deprotonasyonu ile
iliskilidir (Sekil 1.1). Ky ve K,3, O12 oksijeni ve dimetil amonyumdan proton
ayrilmasi ile olusurlar. Tetrasiklin bilesiklerinde tiim pH araliginda yiikler lokalize
olur ve sadece pH 3-9 arasi melez iyonlar olarak nétr hale gegerler. Alkali kosullar
altinda, tetrasiklinler N4 ve OHI2a arasinda hidrojen bagi saglayan bir yap1
olustururlar. Notr veya asidik kosullar altinda, N4 konumundaki nitrojen
protonlanmig olur, dnceki yapiyr bozulur ve hidrojen-bag: etkilesimi O3 oksijeni ile

olusur (Babi¢, Horvat, Pavlovi¢ ve Kastelan-Macan, 2007).
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Sekil 1.1 Diizlemsel goriiniimde tetrasiklin molekiilii (Li, Schulz, Ackley ve Fenske, 2010)



Tablo 1.3 Baz tetrasiklin antibiyotiklerinin molekiil yapilar

COMNHE,
Tetrasiklin adi Kimyasal Adi R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Tetrasiklin 4- (Dimetil amino) - H CHs OH H N(CHjs); H H
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-
oktahidro-3,6,10,12,12a-
Pentahidroksi-6-metil-1,11-
diokso-2-naftasen
karboksamid monohidro
klorir
Klortetrasiklin 7-kloro-tetrasiklin Cl CH; OH H N(CHj3), H H
Oksitetrasiklin 5-hidroksi-tetrasiklin H CHs OH N(CHy),
Metasiklin 6-metilen-5-hidroksi H -CH; -CH, OH N(CHz); H H
tetrasiklin
Minosiklin 7-dimetilamino-6-demetil-6- | N(CHa), H H H N(CHs), H H
deoksitetrasiklin
Doksisiklin 6-deoksi-5-hidroksi- H -CH, H OH N(CHjs), H H
tetrasiklin




1.2.1 Klortetrasiklin (KTS)

Klortetrasiklin 6nemli bir antibiyotiktir ve Streptomiges aureofaciensin ikinci
metabolitidir. Bakteriyel inhibisyonu, hayvanlarin biiylimelerini hizlandirmasi,
hayvan yemlerinde yiiksek kullanilabilirlik, hayvan dokularindaki diisiik kalinti ve
diisiik tiretim maliyetliligi ile karakterize edilir. Son yillarda klor tetrasiklin hayvan

yemi sektoriinde en ¢ok tiiketilen antibiyotiktir (Yang, Chen ve Jin, 2015).

KTS genis spektrumlu antibiyotik ilaglart bir tiirli olup, kesfedilen ilk tetrasiklin
ve tetrasiklin grubudur. Bu antibiyotik, yaygin olarak insan ve hayvan
enfeksiyonlarin tedavisi ve profilaktik kontrolii igin kullanilmistir. Ayn1 zamanda
hayvancilikta biliylime hizlandirict olarak kullamilmaktadir. KTS’ nin yaygmn
kullanim1 ciddi bir sorun haline gelmistir. insanlar klortetrasiklin kalmtilarmin
oldugu yemekleri devamli yedikleri zaman, alerjik reaksiyonlar, karaciger hasari,
mide-bagirsak bozuklugu ve dislerin sararmasi gibi bir¢ok zararli etkiye neden
olabilir. Ayrica mikrobiyal tiirler ila¢ direncinin artmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle insan sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir ( Lian, Huang, Yu, Zhang, Lin, He
ve Liu, 2012).

Tablo 1.4 Tetrasiklinin genel molekiil yapisi ve tetrasiklin antibiyotiklerinin molekiil yapist ve adlari

(Onal, 2011)

Molekiil yapisi pKay pKa, pKas

H3 CH3
W OHO CHy H )

Tetrasiklin 3,32 7.8 9,6

Klortetrasiklin 3,3 7,6 9,3




Tablo 1.4 Tetrasiklinin genel molekiil yapisi ve tetrasiklin antibiyotiklerinin molekiil yapis1 ve adlar

(Onal, 2011) (devami)

Molekiil yapisi pKa; pKa, pKas
CH3 CH3
R
Oksitetrasiklin 3,2 75 8,9
Metasiklin 3,5 7,7 9,5
Minosiklin 2,8 7.8 9,3
Doksisiklin 3,0 8,0 9,2

1.2.2 Minosiklin (MNS)

Minosiklin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi, 30 yildir kullanilmakta

olan bir ikinci kusak, yari-sentetik bir tetrasiklin tiirevidir (Garrido-Mesa, Zarzuelo

ve Galvez, 2013).

1.2.3 Oksitetrasiklin (OTS)

Tetrasiklinlerden biri olan oksitetrasiklin, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Bu

antibiyotik Streptomyces rimosus tiirlinden tiretilmis ve 1950 yilinda tanitilmigtir

(Kaale, Chambuso ve Kitwala, 2008).



Genis bir antibakteriyel spektrumu ve etki giicii yliksek olan OTS, sigir, domuz,
koyun ve kiimes hayvanlar1 gibi gida iiretiminde kullanilan hayvanlarda cesitli
bakteriyel enfeksiyonlara karsi kullanilan yaygin bir antibiyotiktir (Fernandez-

Gonzalez, Garc'1a-Falcon ve Simal-Gandara, 2002).

1.2.4 Doksisiklin (DOS)

Doksisiklin yaygin hem gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalarin neden
oldugu enfeksiyonlar i¢in kullanilan genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Pomorska-
Mol, Kwit, Markowska-Daniel ve Pejsak, 2014). Bu antibiyotik, tatli su triinleri
yetistiriciliginde, kiimes hayvanlar1 ve otgul hayvancilikta kullanimi nedeniyle dikkat
¢ekmistir. (Zhu, Liu, Liu, Li, Tian ve Hu, 2014) ve ayrica insanlarda bakteriyel
enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutmak icin kullamilmaktadir (Giirler, Ozkorucuklu ve
Kir, 2013).Bununla birlikte, DOS yiikksek dozajda alindigi zaman, alerjik
reaksiyonlar, karaciger hasari, dis sararma ve mide-bagirsak bozuklugu gibi insan

sagligina zararl etkileri vardir (Zhu ve diger, 2014).

Yiiksek lipit ¢oziiniirliik ve genis bir antibakteriyel spektrumu ve kolay
kullanilabilirligi ve bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimina sonucunda, et, yumurta, kok

dokular1 ve siit DOS kaltilariin yiiksek seviyede bulunabilir (Giirler ve diger,
2013).

1.2.5 Metasiklin (META)

Metasikline ¢ok genis spektrum ve yar1 sentetik tetrasiklinlerden biridir (Chen,
Ren, Meng, Zhang ve Zhong, 2005).

1.3 Tetrasiklin Antibiyotiklerin Etkileri
Streptomiges tarafindan iiretilen tetrasiklin antibiyotikleri gram pozitiften gram

negatif bakteriler arasinda degisen antibiyotiklerdir ve Stafilokok, Strepkokokal,

Pnémokok, Gonokok, Kolera, Dizanteri Basilinin, Bogmaca, Riketsiya'lara,



Klamidya ve microplazmalara kars1 6zellikle etkilidir. Tetrasiklinler duyarli bakteri
hiicrelerine aktif olarak tasinir ve 30S ribozomal alt iinitesine baglandiktan sonra
protein biyosentezini inhibe ederek bakteriostatik etki gosterirler (Oka, Ito ve
Matsumoto, 2000). Tetrasiklinler protein sentezini inhibe ederek aminoasit tRNA
(aa-tRNA)’nin ribozoma baglanmasini engeller 30S alt iinitesine dncelikle baglanir.
Antimikrobiyal aktivitesine ek olarak, tetrasiklinler, bircok antibakteriyal olmayan
etkileri, enflamasyon engellenmesi dahil, proliz ve anjiyonez hem kansorojen hem de
antimetasyatik aktiviteye sahiptir (Rok, Buszman, Delijewski, Otreba, Beberok ve
Wrzesniok, 2015).

Tetrasiklinler iyi dayanikliligi, agizda alinabilirligi ve diisiik maliyetli ilag
sinifinda olmasindan dolayi, insan tibbinda ve hayvancilikta genis bir kullanim
saglamistir. Bununla birlikte genelde belirgin yan etkilerin olmamasina ragmen,
tetrasiklinler mide-barsak sistemine, cilt ve merkezi sinir sisteminde olumsuz etkiler
gosterebilirler. Antibiyotik spekturumuna benzer olsa da, tiirii ve yaygin olarak
regete edilen tetrasiklinlerin siirekli rastlanan olumsuz etkileri ile hastalar arasinda
farklilik olmaktadir. Ornegin, ilacin neden oldugu karaciger hasar1 ve yaglanmasi,
doksisiklin tedavisi ile baglantis1 nadir olarak bildirilmistir, daha ¢ok minosiklin ve

tetrasiklin ile iligkilidir (Briining, Brem, Vogel ve Mylonas, 2014).

1.4 Tetrasiklin Antibiyotiklerin Gida Uriinlerindeki Maksimum Kalnti

Limitleri

Hayvansal kaynakli gidalardaki antibiyotik kalintilart MKL ile belirlenmis
veteriner uygulamalarinda pek onerilmez ve insanlarda bakterilere karsi direng
olugmasini saglayabilir; bununla birlikte mevcut sonuglar riskinin diisiik oldugunu
gostermektedir (Mamani, Reyes ve Rath, 2009). Tablo 1.5’ te bazi tetrasiklin

antibiyotiklerin gida tiriinlerindeki MKL’ si verilmistir.



ey

(MKL)

Antibiyotikler Gida tirtinleri MKL (ng/kg)
stit 100

TS, KTS, OTS yumurta 200
bal 10-50

1.5 Tetrasiklinlerin Tayini

Hayvansal gidalardaki tetrasiklin kalintilarin1 analiz etmek icin; yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (HPLC) (Sun, He, Zhang ve Chen, 2009), sivi
kromatografisi- kiitle spektrometresi (Pamreddy, Hidalgo, Havel ve Salvado, 2013)
ve immunoassay (Jeon ve Paeng, 2008) gibi bir¢ok yontemler kullanilmistir (Song,
Zhang, Zhang, Feng, Wanga ve Wang, 2014). Genelde bu analizler HPLC ile
gerceklesmekte ve yiiksek ayrim giiciine sahip olmasi, hizli analiz saglamasi, yiiksek
duyarlikta olmasi nedeni ile tercih edilmektedir. Tetrasiklinlerin analizleri diyot
array, ultraviole ya da florometrik dedektdrli HPLC ile gerceklestirilmektedir
(Shariati, Yamini ve Esrafili, 2009).

1.6 Tetrasiklinlerin Tayin Oncesi Zenginlestirilmesi

Genellikle hayvansal {irlinlerdeki tetrasiklin antibiyotiklerini analiz etmek i¢in
kullanilan 6rnek hazirlama teknikleri, sivi s1v1 ekstraksiyon ve kat1 faz ekstraksiyonu
olmustur. Sivi-sivi ekstraksiyon (SSE) iyi analitik performans géstermesine ragmen,
pahali, uzun zaman alan ve g¢evre dostu olmayan teknik olmasi yaninda emiilsiyon
olusumu, yiiksek hacimde 6rnege ve toksik organik ¢oziicliye ihtiya¢ duyulmas: da
dahil olmak tiizere gibi bircok dezavantajlari olan tekniktir (Junza, Dorival-Garcia,

Zafra-Gomez, Barron, Ballesteros, Barbosa ve diger, 2014).

Gida orneklerinde, analitlerin analizinde 6rnek hazirlama siiregleri kaginilmazdir.
Ornek hazirlama clean-up ve analitlerin zenginlestirilmesini kapsayan &nemli
analitik basamaktir. Basingli s1v1 ekstraksiyonu (BSE) (Liu, Yang, Yang, Hu, Cheng,
Liu ve diger, 2013), kat1 faz ekstraksiyon (KFE) (Yang, Yang ve Yan, (2013) ve
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kati-faz mikroekstraksiyonu (Hu, X., Pan, Hu, Huo ve Li, 2008), dispersif siv1 sivi

ekstraksiyon (DSSME) son yillarda en yaygin kullanilan ekstraksiyon teknikleridir.

Ekstraksiyon basamaklari, clean-up ve matriks analitlerin zenginlestirmesi aletsel
analiz oncesi gercek Orneklerdeki antibiyotik kalintilarinin analizinde ¢ok 6nemlidir.
Sivi stv1 ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyon gibi geleneksel teknikler, sivi gida
orneklerin 6n isleminde ya da clean-up yada bazi ekstrantlarinda uygulanmustir. Kati-
sivi ekstraksiyon, ultrasonik ekstraksiyon ve matriks kati-faz ekstraksiyonu kati
biyolojik matrislerden ¢ikan kirleticilerin ekstraksiyonu i¢in gelistirilmistir. Bununla
birlikte, bu yontemlerin ¢ogu zaman alici ve genellikle toksik, pahali ve segici

olmayan organik ¢oziiciiler gereklidir (Wang, Yang, Zhang, Mo ve Lu,2008).

1.7 Dispersif Siv1 S1ivi Mikroekstraksiyonu Yontemi

Dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyonu (DSSME) 2006 yilinda Rezaee ve
arkadaglar1 2006 (Rezaee, Assadi, Hosseini, Aghaee, Ahmadi ve Berijani, 2006)
tarafindan gelistirilen basarili bir ekstraksiyon yontemidir. O zamandan bu yana,
teknik uygulamalar etkileyici bir sekilde literatiirde yer almaktadir. DSSME
tekniginin temeli basittir; analitleri igeren sulu ornek ile suda ¢oziinmeyen diisiik
miktarda (¢ogunlukla mikrolitre seviyede) ekstrant ¢oziicii ile karigabilen dispersif
¢oziicli (cogunlukla 0,5-1 mL) karistirilir. Bu {i¢ bilesen karistirildig1 zaman, ¢ozelti
icinde birden fazla mikro damlaciklar olusur. Analitler, diisiik miktardaki ekstrant
¢oOziicii icerisinde zenginlesir, ekstrant ¢oziicii sulu ¢ozelti icerisinde dagilir ve

santrifijj ile ayrilir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Dispersif stvi sivi mikroekstraksiyon yonteminin sematik gosterilimi (Zgota-Grzeskowiak ve

Grzeskowiak, 2011).

DSSME analitlerin ve ekstrant ¢oziiciiniin ince damlaciklarin yiliksek temas
yiizeyine bagli olarak, analitlerin kiitle transfer islemlerini hizlandiran basarili bir
ekstraksiyon teknigidir. DSSME ‘de bulutlanma noktas1 6zelligi olsa da, bazi

DSSME yontemleri homojen sivi-sivi ekstraksiyona benzemektedir.

Bu yontem;
> Yiiksek zenginlestirme faktorii
> Yiiksek ekstraksiyon verimi
> Ornek ve organik ¢oziiciilere gereksinime ihtiyacin diisiik olmasi

gibi nedenlerden dolay1 daha tercih edilmektedir. Dagitict ¢oziicii gereksinimi mL
araligindadir (numune seyreltme ile birlikte) ve fazlarin ayrilmasinmi kolaylagtirmak

icin bir santrifiij adiminin gerekliligi eksiklikleri arasinda sayilabilir.
Bugiine kadar, bu ydntem cesitli modifikasyonlara ugramistir. Ornegin, sudan

daha az yogun ekstaktant ¢oziicli kullaniminda vorteks veya ultrasound kullanima,

analitin eszamanl olarak tiirevlendirilmesi ve DSSME nin diger 6rnek hazirlama
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teknikleri ile baglantili kullanim1 gibi yenilikler bulunmaktadir (Trujillo-Rodriguez,
Rocio-Bautista, Pino ve Afonso, 2013).

DSSME yo6nteminde ekstraksiyon verimini artirmak i¢in:

> Uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersif ¢oziiciisii ve bunlarim hacimleri
> Ekstraksiyon siiresi
> Tuz etkisi

gibi parametreler optimize edilir.

Uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii se¢cimi DSSME islemi i¢in biiylik Onem
tagimaktadir. Ekstraksiyon ¢oziiciisi, su ile karigmaz nitelikte olmali, analit ve iyi bir
kromatografik davranig igin iyi bir ¢Oziiniirliige sahip olmalidirlar. Bugiine kadar
gida pestisit kalintilar1 analizi i¢in en yaygin olarak kullanilan ¢ikarma ¢oziiciiler,
sudan daha yiiksek bir yogunluga sahip klorlanmis c¢oziiciiler, 6rnegin, karbon
tetrakloriir, kloroform ve klorobenzen ya da sudan daha diisiik yogunluga sahip,
ornegin, 1-undekanol ve n-hekzan gibi ¢oziiciiler genellikle daha az toksik etkileri
vardir. Bir bagka ekstraksiyon ¢oziicii de iyonik sivilardir (iS). IS’ lar, diisiik erime
noktasina sahip tuzlardir, genel olarak daha az toksik, daha az ugucu, ¢evre dostu

¢ozeltiler oldugu bulunmustur.

Dispersif ¢oziicii hem sulu 6rnek ve ekstraksiyon ¢oziiclisiine karisabilmeli ve
ekstraksiyon ¢oziiciiniin ara yilizey gerilimini azaltacak kapasiteye sahip olmalidir.
Dispersif ¢oziicii olarak genelde metanol, aseton ve asetonitril kullanilmaktadir

(Andrasc¢ikova, Matisova ve Hrouzkova, 2015).

Zenginlestirme katsayis1 (ZK) ve ekstraksiyon geri kazanimi (% geri kazanim)

asagidaki gibi hesaplanir.

ZK = Csed/CO
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burada, zenginlestirme faktorii (ZK), ¢okelen analit konsantrasyonunun, sulu ¢ozelti
icindeki analitin baslangic konsantrasyonuna orani; % geri kazanim ise, ¢okelen
fazin sulu 6rnegin hacmine orani olarak ifade edilir (Xiao-Huan, Qiu-Hua, Zhang,
Guo-Hong ve Zhi, 2009).

1.7.1 Iyonik S Bazli Dispersif Stvi St Mikroekstraksiyonu (IS-DSSME)

2008 yilinda orijinal fikirler yayimlanmasindan sonra, ¢ok sayidaki klasik
DSSME yontemine basarili alternatif olarak IS-DLLME yéntemi onerilmistir. IS-

DSSME yontemini dort ana kategoriye ayirmak miimkiindiir:

> Geleneksel IS-DSSME (sulu &rnek ihtiva eden analitler, iyonik sivi
ekstraksiyon ¢oziicii ve dispersif ¢ozlicii)

> Sicaklik kontrollii IS-DSSME

> Ultrason destekli, mikrodalga destekli ya da vorteks destekli iIS-DSSME ve

> In-sitii IS-DSSME

1.7.1.1 Geleneksel IS-DSSME

Geleneksel IS-DSSME yonteminde, Sekil 1.3> de de goriildiigii gibi analitlerin
bulundugu sulu &rnek ile IS ekstraksiyon ¢oziicii ve dispersif ¢dziicii olarak
kullanildig1 basit karisima dayamir. Karigim elle karistirilabilir ve analitler 1S
mikrodamlaciklarinda zenginlestirilir ve daha sonra santrifiij ile ayrilir. Herhangi bir
ekstra adima ihtiya¢ yoktur ¢iinkii oldukca basit bir yontemdir. Dispersif ¢oziicii
olarak genelde metanol kullanilmistir. iIS-DSSME yénteme genel olarak DSSME
yontemine benzer, ekstraksiyon ¢oziiciisiinde organik ¢oziicii yerine IS kullanilir. Bu
yontemin ilk Liu ve arkadaslar tarafindan (Liu, Zhao, Zhu, Gao ve Zhou, 2009), su
iginde heterosiklik insektisitlerin analizi i¢in tanimlanmistir. Dispersif ¢oziicii olarak
metanol, ekstraksiyon ¢oziicli olarak iyonik sivi olan 1-hekzil-3-metilimidazolyum-

hekzaflorafosfat kullanilmistir (Trujillo-Rodriguez ve diger, 2013).
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| ) Geleneksel IS DSSME |

milero giringa
lllandarak
*Elestralesivon goz: digiik milctarda hidrofobik IS damlacdc alinr
{2nalit matal ize lizant va da ivon ¢ifti akia'ﬂ.t. 5m[r{_£‘|_=,j.
- | >
dispersif poziieiler : organik coziedler |
| | CACH, M=OH, EtOH wyada asston ) va da hidro :_111'1:iI W
.ul s 'l_,ll 1
analitlerin olduv brnsk gozalti bulutly gozalti analitin olduis milrodamla I3,
Genelde HPLC ile wyumle

gozelti ile sevreltilir

Sekil 1.3 Geleneksel IS-DSSME yonteminin sematik gdsterimi

1.7.1.2 Sicaklk Kontrollii [SSDSSME

Sicaklik kontrollii IS-DSSME yénteminde, analitleri igeren sulu &rek ¢ozelti
icerisinde mikro damlaciklarin yeterli olusumunu saglamak icin ekstraksiyon ¢oziicii
olarak kullamlan hidrofobik iyonik sivimin 1sitilmasi gerekir. IS’ larin ¢ziiniirliigii
belirli sicaklik ile artar, bu nedenle 1sitma IS’ nin sulu ¢dzelti i¢inde dagilmasini
saglar. Yonteme gore ayrica, ekstrakte edilen analitleri icerin IS mikro damlaciklarin
¢okmesini kolaylastirmak icin ¢ozeltinin sogutulmast gerekir. Bazi durumlarda,
yontem, metanol, etanol, asetonitril ya da aseton gibi dispersif ¢oziiciilerin kullanimi
gerektirebilir. Sekilde 1.4° de yontem goriilmektedir. Bu yontemde ¢o6zelti

bulaniklig1, dispersif ¢oziicii kullanilmadi slirece sogutma asamasinda goriiliir.

| B) Sscakltk Kontrolls IS-DSSME |

*Elestraksivon goz: digile milctarda hidrofobil 3 sitilir .
(analit metal ise lizznt va da ivon ¢ifti sklenir. et santrity |7
> e > ||| —
\/ Baz zamanlarda dispersf gozieiler : I
g organik gozieiler
(ACHN, M=OH, EtOH '_ir'l_f'-'l aseton ) 6 banyosu iginde  pnngaile @st faz prnel damla
va da hidrofilil 18 soEutulur uzaklagtirilir
bulutle gozalts

Sekil 1.4 Sicaklik kontrollii IS-DSSME yénteminin sematik gdsterimi

Dispersif ~ ¢dziiciisii  kullanilmadiginda,  sicaklik  kontrollii  IS-DSSME
uygulamalarinda damlacik hacmi nadiren kaydedilir, ¢iinkii, so§utma isleminden

sonra dondurulmus damlacigin hacmini 6lgmek kolay degildir.
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Zhou ve arkadaslar1 (Zhou, Bai, Xie ve Xiao, 2008) organik bilesiklerin tayininde
bu teknikle ilk olarak kullanmiglardir. Bagdadi ve Shemirani (Baghdadi ve
Shemirani, 2008) ise, metallerin belirlenmesinde sicaklik kontrolli DSSME

yontemini kullanmiglardir.

1.7.1.3 Ultrason-destekli, Mikrodalga-destekli yada Vorteks-destekli [S-DSSME

Bu IS-DLLME yéntemlerinde, sulu ¢dzelti icine, hidrofobik iyonik sivinin
dagilmasini kolaylastirmak icin ultrasonik, mikrodalga, vorteks, ya da herhangi bir
ilave kuvvetli karigtirma yapilmaktadir ve bodylece mikro damlaciklarin yeterli
olusumu saglanmaktadir. Vorteks, mikrodalga ya da ultrasonik uygulama,
ekstraksiyon tiiplinde sicakligin artmasina neden olur. Bazi durumlarda, dispersiyon
¢oziicii kinetigini artirmak i¢in gereklidir ve bir organik ¢oziicii, bir yiizey aktif
madde veya bir hidrofilik IS de olabilir. Bu ydntemlerde, ekstraksiyon siiresi 7
dakikadan azdir ancak sogutma islemi gerekirse biraz daha uzun olabilir. Ancak, yine

de ekstraksiyon siiresi hala bu yontemde kisadir (Sekil 1.5).

milerodalza
*Elestralesivon gbz: disik milktarda hidrofobik I8 ultrasonil wvada .
(analit metal iz ligant va da ivon gifti eklenir, vortex santrifi]
|| Baz zamanlarda dispersif giziicilar : organik > {|| ornslcdamla
- piziciler v
(ACH, M=0H, EtOH vada asston ) va da bulutle gozalti
hidrofilik IS. Bazi zamanlarda gozelti 1 iist faz pnnga il=
banvoda sofutulur vzallagtirilie

Sekil 1.5 Ultrason-destekli, Mikrodalga-destekli ya da Vorteks-destekli iS-DSSME yonteminin

sematik gosterimi

[S-DSSME ile kombinasyon halinde ultrason kullanimmin ilk Zhou ve arkadaslar
(Zhou, Zhang ve Xiao, 2009) tarafindan, su iginde aromatik aminler belirlenmesi
i¢in, hemen hemen es zamanli olarak ve Li ve arkadaslar1 (Li, Cai, Hu, Chen ve Liu,

2009) tarafindan su i¢inde kadmiyum belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilmistir.
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1.7.1.4 In-sitii IS-DSSME

In-sitii 1IS-DSSME yénteminde, iyonik sivilara dayanan mikroekstraksiyon igin in-
sitii ¢ozlicli olusumu, analitlerin bulundugu sulu ¢6zelti i¢inde ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak hidrofilik IS kullanimina dayanir. Bir anyon degistirici reaktifi, ilave edilir,
metastesis reaksiyonu ile hidrofilik IS, hidrofobik IS’ ye doniiserek icinde analitleri
zenginlestirir. Yontem genellikle metastesis (gifte bozunma) reaksiyonu kinetigi
gelistirmek icin vorteks, mikrodalga, ultrasonik ya da ¢alkalama kullanimim
gerektirir. Yontem sekilde de goriilmektedir (Sekil 1.6). Anyon degisim reaktifi ile

hidrofilik IS molar oranlar1 genelde 1:1 olacak sekilde ilave edilirler.

D) fr sinti 13-D3SME anyon defistirme .

realctifi ilave

- adilir
*Elstralesivon obe: digik miltarda hidrofilit I8 (Li-NTF:, ———
(analit metal ise ligant va da ivon ¢ifti sllenic, NHy-PFs, Na-PEs) = i -
| I drnek damla

" *Birgok kez =iigls

dispersif coziciler nadir lullandsr:
kanstirma wve hatta | | ',‘,'

W) organilc phzbeiler (ACH)

witma gereklidie  pyiniy cogelti

Baz zamanlarda gizelti st faz pningza ile

banvoda wlﬂ_'utulur":’ uralklagtirlir.

Sekil 1.6 Yénteminin sematik gosterimi [n-sitii-IS-DSSME

Yontemi ilk gelistirenler (Baghdadi ve Shemirani, 2009), salin ¢ozeltilerinde Hg
(II) belirlemislerdir. Anyon degisim reaktifi olarak sodyum hekzaflorofosfat ve
hidrofilik IS olarak 1-hekzil-3-metilimidazolyum-tetrafloroborat kullanilmustir.
Tuzlu sulu numuneler s6z konusu oldugunda bu yontem 6zellikle iyi bir performans

(Trujillo-Rodriguez ve diger, 2013).
1.8 Iyonik Sivilar

Son zamanlarda, oda sicakligindaki iyonik sivilar, cesitli anyonlar ve organik
katyonlarin birlesiminden olusan iyonik ortam olup, uguculugun az olmasi, genellikle

iyi termal stabilitede, elektriksel iletkenlik, iyi solvatasyon ozelliklerinden dolay1

olduk¢a dikkat ¢cekmistir ve daha ¢ok ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmustir.
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Diisiik ucuculuk ve kendine 6zgii solvatlayici 6zellikleri, ayirma tekniklerinde daha

iyi bir sekilde kullanilmak iizere degerlendirilmektedir (Hou, Guan ve Di, 2011).

Oda sicakligindaki iyonik sivilar (OIS), iyonik sivilarin bir alt sinifidir. Bu
stvilarin kendine has Ozellikleri, metalik erimis tuzlar gibi tamamen iyonlardan

olustugu gerc¢egidir, drnegin sodyum kloriir (NaCI).

Bir¢ok organik katyonlar (imidazolyum, piridinyum, pirolidinyum, fosfonyum,
amonyum) vardir. Anyonlar inorganik olabilir, C1~, PFs", BF,~ de igerebilir ve OIS’
de genelde en fazla organik iyonlar bulunmaktadir, 6rnegin, triflorometilsiilfonat
[CF3SOs], bis[(triflorometil)siilfonil]imid [(CF3SO,);N]” (kisaltmas;; NTF,),
trifluoroethanoate [CF3CO,], vb. siklikla kullanilan anyon ve katyonlar Sekil 1.7’ de
gosterilmistir. 1S’lerin 6nemli bir 6zelligi de, degisen anyon ve ya katyonlarm,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini 6nemli derecede etkileyebilir olmasidir (Sun ve

Armstrong, 2010).

Latwvonlar o
s~ v
Rm"‘N’/;\“M"J " i “
\ "/ \ ) |
imidazolyem pirclidinyum piridinyum
R Ra
E:::"ﬁ‘"ﬁn, Z;::_*p“"‘ﬂ.
tetraalkilamonyum tetraallcilamonyum
anvonlar
Cr BF; PFs
CFC0; CF80, N{CF:80: )
S SV,
Fal o ﬂ e “‘l‘% I{:?"‘""‘:F._

Sekil 1.7 IS’ lerde yaygin olarak kullanilan anyon ve katyonlar
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1982 yilinda ilk kez Wilkes ve arkadaslar1 tarafindan dialkilimidazoltum
kloroaliimiinat bilesiginden olusan iyonik siviy1 sentezlemistir (Wilkes, Levisky,
Pflug, Hussey ve Scheffler, 1982).

Iyonik sivilarin kendilerine has o6zelliklerinden dolayr kullanim alanlar1 ¢ok
fazladir (Sekil 1.8). Elektriksel iletkenlik 6zelliginden dolayr kilcal elektrofez ve
elektrokimyasal tekniklerde elektrolit olarak kullanilirlar. Sulu ve susuz ortamlardaki
¢Oziiniirliiklerinden ve ¢oziiniirliik 6zelliklerinden dolayr analitlerin 6nderistirilmesi
ve ekstraksiyonlarinda énemli rol oynarlar. Iyonik stvinin anyon ve katyon gruplari
ile analitlerin elektrostatik etkilesimleri seciciligi etkiler. Iyonik sivilardaki farkl
stibstitiye gruplarin varligi spesifik segiciligi saglar, polar gruplar polar analitler ile
dipolar etkilesimi segici kilar, uzun alifatik alkil zincirleri apolar analitler ile
dispersif etkilesimleri saglar ve kiral ozellik icerenler izomer analizine de izin
verirler (Garcia-Alvarez-Coque, M. C., Ruiz-Angel, M. J., Berthod, A. ve Carda-
Broch, 2015).

[ ]
o o} — =
Gaz drnegi B
c £
R iz | -
. 2 =
= g
. s @ . @ & g =
. & @ . @ QE’ O —~
c - =
ivonik siv1 faz = © §=
w 7 O
L ] [ ] - L - 2 5 i~
S A4 N l
L L & S = Ill
5 @ = —r———————
. - N -—?40 - < Chemyical <hill {ppag |
SIV1 kat - s Headspace G
irnek
. .

Sekil 1.8 IS’ lerin baslica uygulamalarinin sematik diyagrami

Iyonik sivilar, ekstraksiyon ¢oziicii gorevi (Visser, Swatloski, Reichert, Mayton,
Sheff, Wierzbicki ve diger, 2001) disinda, elektroanalitik uygulamalarda elektrot
olarak (Wang, Zakeeruddin, Moser ve Gritzel, 2003), gaz kromatografide sabit faz
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(Armstrong, He ve Liu, 1999), kiitle spektrometresinde matriks olarak kullanilmasi
(Armstrong, Zhang, He ve Gross, 2001) gibi bir¢ok kullanim alanlari vardir.

Yontemlerde kullanilan iyonik sivilar ve Ozellikleri Tablo 1.6 da verilmistir.
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T¢

Tablo 1.6 Calismada kullanilan iyonik sivilarin yapilari ve 6zellikleri

Molekiil _ Viskozitesi Sudaki
. . Erime Yogunlugu
fyonik Sivi (IS) Agirhg ) (25°C) Coziiniirliigi ~ Referans
Noktasi (g/cm?) L
(9/mol) ( Pa*s) (gL™)
CHs
N+
I\
{3
RF RF
erNa
HaC F gS\\ dﬁ(S\\o ] ., .,
Trtic-Petrovic
[CsMIM][(CF3S0,)2N] ve
1-Hegzil-3-metil imidazolyim bis(triflioro 47 189.15 1.33 0.68 0.34 Dimitrijevié
metil siilfonil)imid 2014).
CHa
RN
(> o
Zhang, Sun,
[C11H13C|N2]
208,69 197,35 1,08 - - He, Lu ve

1-Benzil-3-metil-imidazolym kloriir

Zhang, 2006)




1.9 Literatiir Taramasi

Tsai ve arkadaslari, dispersif kat1 faz mikroekstraksiyon (KFME) yontemi ile TS,
OTS, KTS ve DOS analiz etmislerdir. Farkli silis bazli ve polimerik sorbentler
kullanilmistir. Primer amin, sekonder amin yada karbonil gruplariyla fonksiyonize
edilmis silis bazli sorbentler, polimer sorbentlerden daha yiiksek kapasite
gostermisler. Dispersif KFME yontemine gore, asetonitril ve tuz etkisi ile
ekstraksiyon, dispersif silika bazli primer ve sekonder amin sorbentler ile
tetrasiklinlerin bir kismi1 adsorbe olur, desorpsiyon ¢ozeltisinin diisiik miktar1 ile
desorbe olur ve diyot-array dedektorii ile HPLC’ de analiz edilmistir. Ortalama geri
kazanimlar % 97,1 ile 104,1 arasinda degismektedir. TS kalibrasyon egrileri 0,997
tizerinde bulunmustur. Su ve siit orneklerindeki TC’ lerin gozlenebilme simirlari
(LOD) sirastyla; 0,7 — 3,5 ng mL™" ve 7,9 — 35,3 ng g™ olarak degismektedir (Tsai,
Huang, Huang, Hsue & Chuang, 2009).

Shariati ve arkadaglari, sigir siitii, insan plazmasi ve su Orneklerinde yiiksek
hidrofilik tetrasiklin antibiyotikleri olan TS, OTS ve DOS’ in eser miktarinin tayini
icin HPLC ile tayin oncesi, li¢ fazli sivi faz mikroekstraksiyonu gelistirmislerdir. 1-
oktanol ¢ozeltisi, gozenekli polipropilen oyuk fiberin gozeneklerinde immobilize
edilmistir. Sulu alic1 faz, oyuklu fiber liimen i¢inde bulunur ve fiber sulu fazin igine
transfer edilir. Ekstraksiyondan sonra alict faz dogrudan HPLC’ ye enjekte edilir.
Yiiksek ekstraksiyon verimliligini elde etmek icin, sivi faz mikroekstraksiyonu
etkileyen parametreler degerlendirilip optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda,
kalibrasyon egrileri TS ve OTS igin 0,5-1000 g L™ aralig1 i¢inde lineer oldugu iyi
dogrusallik (r* > 0.995) ile DOS 5-1000 g L™ arahgindadir (Shariati, Yamini &
Esrafili, 2009).

Karageorgou ve arkadaslari, ultrason destekli matriks kati faz dispersif
ekstraksiyon, secici izolasyonu ve siitteki TS’ lerin ( OTS, TS, epi-KTS, KTS ve
DOS) clean-up’ 1 uygulanmistir. Geri kazanimlari % 82,0 ile % 108 arasinda
degismektedir (Karageorgou, Armeni, Moschou, & Samanidou, 2014)
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Yang ve arkadaslari, iyonik sivi-anyonik ylizey aktif maddeye dayali sulu iki-faz
ekstraksiyonu gelistirmis ve baldaki tetrasiklin, oksitetrasiklin ve kloramfenikol
ekstraksiyonuna uygulamistir. Bal 6rnegi EDTA ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Sodyum
dodesil stilfat, iyonik sivi olarak 1-oktil-3-metil-imidazolyum bromiir ve sodyum
kloriir karigimi ilave edilmistir. Elde edilen karisim ultrasonikte ¢alkalanmistir ve
santrifiij edildikten sonra, sulu iki fazli sistem olusmus ve analitler, iist faz igine
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon verimliligini etkileyen; iyonik sivi hacmi, tuz tiirii
ve miktari, 6rnek pH degeri, ekstraksiyon siiresi ve sicaklik gibi parametreler
incelenmistir. Mevcut yontem gergek bal Orneklerin analizine uygulandiginda,
analitlerin geri kazanimlart %85,5 ile %110,9 arasinda degismistir (Yang, Zhang,
Yu, Liu, Lei, Li ve diger 2014).

Hou ve arkadaslari, bu ¢aligmayla, DSSME ile ultra-HPLC- ultraviyole dedektor
yontemi ile sulu 6rnekteki eser miktarda tetrasiklinlerin (4-Epi-TS,4-epi-KTS, DOS,
KTS, OTS, TS, 4-epi-anhydrotetrasiklin ve anhydrotetrasiklin ) analizi ve
zenginlestirilmesi gelistirilmistir. Iyonik sivi olarak, 1-biitil-3-metilimidazolium
hekzafloro fosfat kullanilmistir. La(lll), TS’ lerle hidrofobik kompleks bilesik
olusturmak {izere selat maddesi olarak kullanilmistir. Ekstraksiyon verimini etkileyen
parametreler optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda, LOD ve tayin sinri
(LOQ) degerleri sirasiyla 0,031-0,079 ve 0,10-0,26 ug L™ araligindadir. Nehir suyu,
balik havuzu suyu ve domuz pislikli suyun igindeki sekiz hedef bilesiklerin geri
kazanimlar1 sirasiyla % 62,6-96,3, 58,9-94,5, 55,1-86,1 araliginda elde edilmistir
(Hou, Guan & Di, 2011).

Song ve arkadaslari, IS-DSSME ile birlikte HPLC ydntemini yumurtadaki TS’ in
antibiyotiklerin analizi icin gelistirmislerdir. Iyonik sivi olarak 1-butil-3-
metilimidazolyum hekzaflorofosfat kullanmiglardir. Ekstraksiyon verimliligini
arttirmak i¢in bir¢ok parametre incelenmis ve optimize edilmistir. Yumurta i¢in LOD
degerleri 2— 12 ng g™ arasidadir ve TS igermeyen yumurta Grnegine belli miktarda
standart TS eklendiginde geri kazanim yiizde degerleri % 58,6-%95,3 araliginda
bulunmustur (Song ve diger, 2014).
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1.10 Calismanin Amaci

Cesitli gida iirtinlerinde antibiyotik kalintis1 tayini énemlidir ve yaygin olarak
calisilmaktadir. Diisiik miktarlarindan dolayi, TS antibiyotiklerinin analiz Oncesi

zenginlestirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, gida iiriinlerinde (siit, bal ve yumurta) bulunmasi olasi1 baz1 TS
antibiyotik kalintilarinin ( MNS, OTS, TS, KTS, MTS, DOS) HPLC ile tayin dncesi
oziitlenmeleri icin geleneksel-IS-DSSME  ve in-sitii-IS-DSSME  yontemlerinin

gelistirilmesi amaglanmistir. Calismanin asamalar1 asagida siralanmustir:

1. TS antibiyotiklerinin HPLC’ de kromatografik davraniglarinin incelenmesi

2. IS-DSSME yéntemin optimizasyonu (pH, tuz tiirii, ekstraksiyon ¢oziiciisii
hacmi, dispersif ¢oziicii tiirii, dispersif ¢oziicii miktari, ekstraksiyon siiresi, santrifiij
siiresi) ve in-sitii-iIS-DSSME yonteminin optimizasyonu (NH4PFg tuz ¢dzeltisinin
hacimi, denge siiresi, santrifiij siiresi, iyonik s1vi/tuz hacim oranlar1)

3. Analitik parametrelerin belirlenmesi

4. Gelistirilen yontemlerin gercek 6rneklere uygulanmasi ( siit, bal ve yumurta)
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BOLUM iKi
MATERYAL VE YONTEM

2.1 Reaktifler

Tetrasiklin hidrokloriir, klortetrasiklin hidrokloriir (% =80), oksitetrasiklin
hidrokloriir (% >95), minosiklin hidrokloriir, metasiklin hidrokloriir (% 99,2) ve
doksisiklin hiklat (% > 98) standartlar1 AppliChem, Fluka ve Sigma firmalarindan
temin edilmistir. Iyonik sivi olarak 1-hegzil-3-metilimidazolyim bis(triflorometil
stilfonil)imid  (h-MIM-NTF,)/([CeMIM][(CF3SO2)2N], %98,0), 1-benzil-3-metil
imidazolyum kloriir (BMIM-CI)/([C11H13CIN;], %97,0) Aldrich ve Tokyo Chemical

Industry firmalarindan satin alinmstir.

Sodyum Kkloriir (% 99,0), (La(NO3)3.6H,0, % > 99,0) sodyum dodesil siilfat
(C12H25Na04S,% > 95,0), sodyum hidroksit, amonyum hekzaflorofosfat tuzlari
Riedel-de Haén, Sigma-Aldrich, Fluka, J.T.Baker ve Alfa Aesar firmalarindan temin

edilmistir.

Coziicii olarak, metanol (MeOH) (CH3OH, % > 99,9), asetonitril (CH3CN (ACN)
% >99,0), aseton (C3HgO, % >99.,0), trifloro asetik asit (TFA) (C,HF3;0,) HPLC
analitik saflikta olup Merck, Sigma-Aldrich veya Fluka firmalarindan temin

edilmistir.
2.2 Standart Cozeltilerin ve Tamponlarin Hazirlanisi

Calisilan TS antibiyotiklerinin ana stok standart ¢ozeltileri (1000 mg L™) metanol
igerisinde aylik hazirlanmistir. Ana stok standart ¢ozeltiler -18°C’de saklanmustir.
Ara stok ¢ozeltiler (100 mg L'l) MeOH’ de haftalik olarak hazirlanmistir. Calisma
cozeltileri ise ara stok ¢ozeltinin ultra saf su ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Ultra
saf su, Mili-Q sistemi (Milipore) ile saglanmistir. Tampon olarak kullanilan 0,01 mol
L™ trifloro asetik asit (TFA) ¢ozeltisi 500 mL hacimde hazirlanmistir. Tampon

¢ozeltisinin pH’ s1 5 mol L* NaOH ile pH 3’ e ayarlanmustir.
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Yerinde( in-sitii-IS-DSSME yénteminde, 0,4 g BMIM-CI iyonik sivis1 1 mL suda
coziilerek ve 1,04 g NH4PFs tuzu 10 mL suda coziilerek gerekli ¢ozeltiler

hazirlanmstir.

2.3 Cihazlar

Tetrasiklinlerin kromatografik analizi i¢in Dionex Ultimate 3000 model Yiiksek
Performansl Sivi Kromatografi (HPLC) cihaz1 kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda
Heidolph Reaxtop marka vorteks, Bandelin Sonorex marka ultrasonik banyo, Buchi
marka evaporator, Selecta marka orbital calkalayici ve Niive marka santrifiij
kullanilmistir. pH c¢alismalar1 inolab pH model pH metre kullanilarak
gerceklestirilmistir.

2.4 Tetrasiklinlerin HPLC ile Analizi

Tetrasiklinlerin analizi i¢in kullanilan HPLC kromatografik analiz kosullar1 Tablo
2.1 de 6zetlenmistir. Kullanilan C18 kolonlarinin boyutlar1 150 mm x 4,6 mm ve 50
mm x 4,6 mm olup partikiil boyutlar1 3 pm’ dir. TS bilesikleri sirasiyla MNS, OTS,
TS, KTS, META ve DOS, DAD dedektoriinde 360 nm’ de analiz edilmislerdir.
Hareketli fazin uygulanan gradienti (A) ACN ve (B) 0,01 M TFA (pH 3 )’ den
olusmaktadir. Gradiyent % 20 (A) ile baslatilmistir ve 15 dk sonra % 30’ a
yiikseltecek sekilde gradiyente devam edilmis ve sonra 2 dk iginde % 20’ ye geri

indirilmis, toplam 17 dK siiren gradiyent sistemi ile ¢aligilmustir.
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Sekil 2.1 Dionex Ultimate 3000 model HPLC cihazi

Tablo 2.1 HPLC cihaz parametreleri ve analiz kosullar1

Cihaz parametreleri ve analiz kosullar:

HPLC Cihaz1 Dionex Ultimate 3000 model HPLC
Kolon Sicakhigi 25°C
Kolon C18 analitik Kolon
Enjektor Otomatik enjektor
Dedektor Fotodiyot array dedektor (DAD)

TFA (0,01 M, pH:3) /ACN (80/20

Mobil faz ) i
Gradiyent sistem)
Akis hizi ImL/dk
Enjeksiyon hacmi 10 uL

2.5 Gercek Ornekler
Gelistirilen IS-DSSME yo6nteminin cesitleri olan geleneksel IS-DSSME ve in-

sitii-DSSME yontemlerinin uygulanabilirligini gostermek i¢in siit, bal ve yumurta ile

calistlmistir. Gergek drnekler izmir’deki yerel marketlerden satin alinmustir.
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2.5.1 Gergcek Orneklerin Analize Hazirlanmast

2.5.1.1 Siit

10 g homojen siit 6rnegi 15 mL’ lik plastik santrifiij tlipiine alinmistir. Sonra
standart TS antibiyotik karisimdan eklenmis 1,5 dakika vortekslenmis ve 1 saat
buzdolabinda bekletilmistir. Uzerine 1 mL suda hazirlanmis % 15 (w/v)
trikloroasetik asit eklenip karistirilmistir. Elde edilen karisim 3000 rpm’ de 10 dk
santrifiij edilerek proteini ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz 0,45 lik filtreden gecirilmistir ve
analize kadar 4°C’ de buzdolabinda saklanmistir (Han, Wang, Yu, Yan ve Xie,
2011). Optimize edilen IS-DSSME y&ntemleriyle ekleme yapilan ve yapilmayan siit

orneklerinin analizleri yapilmistir.

2.5.1.2 Bal

Bal 6rnegi 1 g alinip standart TS antibiyotik karigimdan eklenmis, 5 mL su ile
coziilerek homojenize edildikten sonra 1 saat cam viyallerde balik yardimi ile
karistirtlmistir. Daha sonra 0,45 lik fitreden gegirildi ve analize kadar 4°C’ de
buzdolabinda saklandi (Chen, Chen, Ying, Huang ve Liao, 2009). Optimize edilen
[S-DSSME yéntemleriyle ekleme yapilan ve yapilmayan bal drneklerinin analizleri

yapilmistir.

2.5.1.3 Yumurta

2 g yumurta 6rnegi alinip lizerine standart TS antibiyotik karigimi ve 2 mL su
eklenerek 1 saat cam viyallerde karistirilmistir.. Arkasindan karisima ACN iginde
hazirlanmis % 1 (v/v) asetik asitten 10 mL eklenerek, karisim 2 dk vortekste
karistirild1 ve 5 dk santrifiij ile protein ¢oktiiriildii. Elde edilen yumurta fazi 0,45’ lik
filtreden gegcirilerek protein uzaklastirildi, santrifiij tiipiine alindi ve ACN
evaporatérde 40°C’ de uguruldu (Zhao, Li, Qiu, Wang, Yang ve Chen, 2014). Daha
sonra pH’ 1 3’ e ayarlanmis su ile 5 mL’ ye tamamlanmig (Song, Zhang, Zhang,
Feng, Wanga, & Wang, 2014) ve buzdolabinda analize kadar saklanmustir.

28



Optimize edilen IS-DSSME yéntemleriyle ekleme yapilan ve yapilmayan gergek

orneklerin analizleri yapilmistir.

2.6 Geleneksel IS-DSSME Yontemi

TS antibiyotiklerini 250 pg L™ derisimde iceren 5 mL sulu 6rnek ¢ozeltisi 1 mol
L™ formik asit ile pH 4’ e ayarlanmistir. Daha sonra, ependorf tiiplerinin igerisinde
50 uL h-MIM-NTF; ve 500 uL metanol vorteks yardimu ile karistirilarak sulu 6rnek
¢ozeltisine hizlica eklenmistir. Karigim 1,5 dk vortekste karigtirilip, 8,5 dk
calkalayicida g¢alkalanmis ve bulutlanmis bir ¢ozelti olusmustur. Son olarak, 10
dakika 4000 rpm’ de bulutlanmis karisim santrifiij edilmistir. Tetrasiklinleri igeren
45 L’ lik alt faz, mikropipet yardimiyla alinmig, 100 pL’ ye metanol ile seyreltilmis
ve tetrasiklinler Boliim 2.4” de belirtildigi sekilde HPLC’ de analiz edilmistir.

2.7 In-sitii-iS-DSSME Y 6ntemi

TS antibiyotiklerini 250 pg Lt derisimde igeren 5 mL sulu 6rnek ¢ozeltisi 1 mol
L formik asit ile pH 3’ ¢ ayarlanmustir. Sulu érnek ¢dzeltisine 0,4 g/mL benzil-
MIM-CI/su ¢ozeltisinden 100 pL eklenmis, daha sonra 0,104 g/mL NH4PFs sulu
¢ozeltisinden 300 puL eklenmistir. Olusan bulutlu ¢ozelti orbital galkalayicida 1 dk
karigtirthp 5 dk 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Analitleri igeren alt faz ACN ile
yikanarak mikropipet yardimiyla alimip 100 pL’> ye ACN ile seyreltilmis ve
tetrasiklinler Boliim 2.4’ de belirtildigi sekilde HPLC’ de analiz edilmistir.
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BOLUM UC
DEGERLENDIRME

3.1 TS Antibiyotiklerinin HPLC ile Analizi

Calisma boyunca iki ¢esit HPLC kolonu ile ¢alisildigi Boliim 2.4° de belirtilmisti.
Uzunlugu 150 mm olan HPLC kolonu ile yapilan ¢alismada MTS, OTS, TS, KTS,
META ve DOS antibiyotiklerinin alikonma zamanlan sirasiyla; 3,7, 5,4, 6,9, 12,5,
13,5, 15 dakika olarak belirlenmistir. Uzunlugu 50 mm olan HPLC kolonu ile
yapilan ¢alismada MTS, OTS, TS, KTS, META ve DOS antibiyotiklerinin analizi
boyunca alikonma zamanlar1 sirastyla; 1,5, 2,0, 2,8, 6,0, 6,7 ve 7,5 dakika olarak
belirlenmistir (Sekil 3. 1 ve 3. 2). TS’ lerin aletsel analitik parametreleri Tablo 3. 1

de verilmistir. TS’lerin kalibrasyon dogrular1 Sekil 3.3de verilmistir.

MTS 0TS 1s MTS

KTS DOS

Sekil 3.1 TS karigiminin 5 pg mL™ standart derisimdeki kromatogrami ( 150 mm lik HPLC kolonu)

MTS

o1s IS
KTs MITS Dos

H S

Sekil 3.2 TS karisiminin 5 ug mL ™ standart derisimdeki kromatogrami (50 mm’ lik HPLC kolonu)
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Sekil 3.3 TS bilesiklerinin aletsel kalibrasyon dogrulart




Tablo 3.1 TS bilesiklerinin aletsel analitik parametreleri

Analitler
Calisma Kesme noktasi
Egim= SD? Sy’

Aralhig +SD? R°

(mg L™
MNS 0,25-4 0,1230+0,0006 -0,0048+0,0012  0,0019 0,999
OTS 0,25-4 0,1543+0,0052 0,0184+0,0099  0,0162 0,997

TS 0,25-4 0,2100+0,0019 -0,00524+0,0036  0,0059 0,999

KTS 0,25-4 0,0904+0,0013  0,0006+0,0025  0,0040 0,999
MTS 0,25-4 0,1293+0,0048 0,0053+0,0091  0,0150 0,997
DOS 0,25-4 0,12594+0,0019  0,0007+0,0037  0,0060 0,999

#Kalibrasyon seviyeleri icin egim ve kesme noktalar1 ve standart sapmalari

b Regresyon standart sapmasi.

¢ Korelasyon Katsayisi
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3.2 iS-DSSME Yéntemlerinin Optimizasyonu
3.2.1 Geleneksel IS-DSSME Yonteminin Optimizasyon Calismalart

TS antibiyotiklerini igeren sulu drnek ¢ozeltisi igerisine h-MIM-NTF;, ve metanol
vorteks yardimi ile karistirilarak hizlica eklenmistir. Karisim vortekste karistirilip,
orbital ¢alkalayicida ¢alkalanmis ve bulutlanmis bir ¢ozelti olusmustur. Son olarak,
bulutlanmis karisim santrifiij edilmistir. TS’ leri iceren alt faz metanol ile
seyreltilmig ve TS’ ler UHPLC’ de analiz edilmistir.

Yontemi optimize etmek i¢in ¢alisilan parametreler agagida verilmistir:

o pH (3, 3,5, 4, 5)

o tuz etkisi ( La(NO3)s, NaCl, SDS)

o ekstraksiyon ¢6ziiciisii hacmi ( hekzil-MIM-NTF; hacmi ) (30, 50, 70 uL)
o dispersif ¢oziicii tiirti (MeOH, ACN, aseton)

o dispersif ¢oziicli miktart (200, 400, 500, 750, 1000 pL)

. ekstraksiyon siiresi (10, 15, 20 dakika)

. santrifiij siiresi (3, 5, 10 dakika)

3.2.1.1 Tuz Etkisi

Iyonik kuvvetin, IS’ nin ekstraksiyon verimliligi {izerine etkisi vardir. Ancak
iyonik kuvvet artis1 ile ekstraksiyon verimliligini arttirmak, sulu ¢ozeltideki IS’ nin
¢ozliniirligl azaltilabilir (Song, Zhang, Zhang, Feng, Wanga ve Wang, 2014). Bu
calismada, ti¢ farkli tuzun (SDS, NaCI, La(NOs)3) etkisi incelenmistir. Calismada
10 M 250uL SDS; % 0,1 NaCl/Su 500mL; 0,4 10 M 50uL La(NOs)s
kullanilmistir. Ancak Sekil 3. 4’ de gorildiigi gibi ekstraksiyon verimi, tuz ilavesi ile

genelde azaldig1 icin IS-DSSME yontemlerin ikisinde de kullanilmamistir.
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Sekil 3.4 Geleneksel IS-DSSME yonteminde tuz etkisi (Calisma kosullart: 5 mL ¢alisma ¢dzeltisi; tuz
miktar1 [250uL 10° M SDS; % 0,1 NaCl/Su 500mL; 50uL 0,4x10° M La(NOs); ]; pH=4; 50uL
hegzil-MIM-NTF,; 500uL MeOH ; 1,5 dakika vorteks, 8,5 dakika calkalama; 10 dk 4000 rpm

santrifiij).

3.2.1.2 pH Etkisi

Ekstaksiyon verimi, analitleri iceren sulu ¢ozeltinin pH degerinin ayarlanmasi ile
degisebilir. Bu calismada, TS karisimini igeren sulu ¢ozeltilerin pH degerleri 1 mol
L™ formik asit ile 3 - 5 degerleri arasinda ayarlanmistir. TS’ lerin sadece asidik
kosullar altinda IS’ ya gectigi goriilmiistiir. Sekil 3. 5°te goriildiigii gibi en iyi sonug
pH 3’ de gozlenmistir Ekstraksiyon sonrast her pH degerine karsilik zenginlesme
katsayisilar1 hesaplanmigtir. TS’ lerin asitlik sabitleri C3’deki hidroksit deprotasyonu
ile iligkilidir ve tetrasiklin bilesiklerinde tim pH araliginda yiikler lokalize olur ve
sadece pH 3 - 9 arasi melez iyonlar olarak notr hale gecerler. TS’ ler i¢in optimum

pH 3 bulundugu i¢in, bu pH degerinde ekstraksiyon ¢alismalarina devam edilmistir.
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Sekil 3.5 Geleneksel IS-DSSME yonteminde pH etkisi (Calisma kosullari: 5 mL calisma ¢dzeltisi;
50uL hegzil-MIM-NTF,; 500uL MeOH ; 1,5 dakika vorteks, 8,5 dakika calkalama; 10 dk 4000 rpm

santrifiij).

3.2.1.3 Iyonik Stvi Hacmi

Iyonik sivi hacmi ekstraksiyon verimliligini etkilemektedir. DSSME ydnteminde
kullanilacak olan ekstraksiyon ¢oziiciisiinliin sudan daha fazla yogun olmasi, suda
cozilinmemesi analitin ¢oziinlirliiglinlin yiiksek olmas1 gerekmektedir. Bu ¢aligsmada,
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak hegzil-MIM-NTF, kullanilmistir. Sekil 3. 6' da
goriildiigii gibi, IS hacmi arttikca ekstraksiyon verimliligi artmistir ancak
kromatogramlarda yayilmalar arttign goriilmiistiir. Bu nedenle, optimum IS hacmi
olarak 50 pL kabul edilmistir ve sonraki ekstraksiyon calismalarinda IS hacmi 50 pL

ile devam edilmistir.
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Sekil 3.6 Geleneksel IS-DSSME yoénteminde iyonik s1vi hacminin etkisi (Calisma kosullari: 5 mL
caligma ¢ozeltisi; pH=3; 500uL MeOH ; 1,5 dakika vorteks, 8,5 dakika ¢alkalama; 10 dk 4000 rpm

santrifiij).

3.2.1.4 Dispersif Coziicii Tiirti

[S-DSSME yénteminin gelisimi icin, dispersif ¢dziicii ¢ok Onemlidir, ciinkii
bulutlu ¢ozelti olusturmak igin IS faz ve sulu ¢ozelti ile karisabilirligi iyi olmalidir.
Bu caligmada dispersif ¢oziicii olarak MeOH, ACN ve aseton kullanilmistir ve her
biri i¢in ZK hesaplanmistir. Sekil 3. 7° de goriildiigii gibi ACN’ in verimliligi daha
yiiksek ¢ikmis ve daha sonraki ¢alismalarda dispersif ¢oziicii olarak ACN ile devam

edilmistir.
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Sekil 3.7 Geleneksel IS-DSSME yénteminde dispersif ¢oziicii tiiriiniin etkisi (Calisma kosullari:5 mL
calisma ¢ozeltisi; pH=3; 50puL hegzil-MIM-NTF; ; 500 pL dispersif ¢6ziicti; 1,5 dakika vorteks, 8,5
dakika calkalama; 10 dk 4000 rpm santrifiij).

3.2.1.5 Dispersif Coziicii Hacmi

Dispersif ¢dziicii hacmi, dogrudan bulutlu ¢ozelti olusumu ve sulu ¢ozeltideki IS’
nin dispersiyon derecesini, ekstraksiyon sonra sedimente olan iyonik sivinin hacmini
dogrudan etkilemektedir (Baghdadi ve Shemirani, 2008). Bu ¢alismada, farkli
hacimde asetonitril miktar1 kullanilmis ve her biri igin ekstraksiyon sonrasi ZK’ leri
hesaplanmistir. Sekil 3. 8’ de goriildiigii gibi en iyi ekstraksiyon verimi 750 uL’ de
elde edilmis ve bundan sonraki ekstraksiyon caligmalarinda bu hacimle devam

edilmistir.
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Sekil 3.8 Geleneksel IS-DSSME yénteminde dispersif ¢dziicii hacminin etkisi (Calisma kosullar: 5
mL ¢alisma ¢ozeltisi; pH=3; 50uL hegzil-MIM-NTF,; ; 1,5 dakika vorteks, 8,5 dakika ¢alkalama; 10
dk 4000 rpm santrifiij).

3.2.1.6 Ekstraksiyon Siiresi

Ekstraksiyon siiresi, bulutlanma ¢dzeltisi olusumu ile santrifiij 6ncesi aralig1 i¢erir
(Song, 2014). Optimum ekstraksiyon belirlenmesi i¢in farkli zaman araliklan ile
caligilmistir. Sekil 3. 9° da goriildiigi gibi, ekstraksiyon verimi 10 dakikadan sonra
Once azalmis daha sonra az da olsa artmistir. Bu nedenle de bundan sonraki

caligmalarda ekstraksiyon siiresi 10 dk olarak devam edilmistir.
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Sekil 3.9 Geleneksel IS-DSSME yonteminde ekstraksiyon siiresinin etkisi (Caligma kosullari: 5 mL

caligma ¢ozeltisi; pH=3; 50uL hegzil-MIM-NTF,; 750uL ACN; 10 dk 4000 rpm santrifiij).

3.2.1.7 Santrifiij Siiresi

Santrifiij, IS fazinin sulu fazdan ayrilmasi gibi 6nemli rol oynar ve bu islem
sonrasinda IS faz, propilen tiipiin alt kisminda toplanmistir. Santrifiij siiresinin
etkisini degerlendirmek i¢in, bulanik ¢ozeltiler farkli zaman araliklarinda 4000 rpm’
de santrifiij edilmistir. Sonrasinda her bir TS i¢in ZK hesaplanmigtir. Sekil 3. 10’ da

gortldiigli gibi en iyi verim 10 dk da elde edilmistir. Gergek drneklere uygulanmasi

strasinda santrifiij siiresi 10 dk olarak devam edilmistir.
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Sekil 3.10 Geleneksel IS-DSSME yénteminde santrifiij siiresinin etkisi (Calisma kosullari: 5 mL
calisma ¢ozeltisi; pH=3; 50uL hegzil-MIM-NTF,; 750uL ACN; 1,5 dakika vorteks, 8,5 dakika
calkalama).

3.2.2 In-sitii-IS-DSSME Yonteminin Optimizasyon Calismalart

TS’ leri igeren sulu 6rnek ¢ozeltisine benzil-MIM-Cl/su ¢ozeltisinden eklenmis,
daha sonra NH4PFg sulu ¢ozeltisinden eklenmistir. Olusan bulutlu ¢ozelti orbital
calkalayicida dengeye getirilip, santrifiij edilmistir. Analitleri i¢eren alt faz asetonitril
ile yikanmis ve tetrasiklinler UPLC’ de analiz edilmistir. Optimizasyon
calismalarinda, IS-DSSME yonteminde TS bilesiklerinin pH 3’de ve tuzsuz sulu
¢ozeltisinde daha iyi ekstraksiyon verimi alindig1 i¢in pH etkisi ve tuz etkisi tekrar

edilmemistir.

Yontemi optimize etmek icin ¢alisilan parametreler asagida verilmistir:
. NH4PFs tuz ¢ozeltisinin hacimi (100, 150, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800
uL)
. denge siiresi (0,30,1, 2,5, 5, 20 dk)
. santrifiij stiresi (5, 10, 15, 20 dk)
° iyonik sivi/tuz hacim oranlart (40/280, 60/420, 80/560, 100/700, 120/840,
140/980, 160/1120, 180/1260 pnL/uL)
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3.2.2.1 NH4PFg Tuz Cozeltisinin Hacim Etkisi

Hidrofilik IS ile iyon-degistirme reaktifinin molar oranlarnin TS’ lerin
ekstraksiyon verimliligi tizerindeki etkisini arastirmak i¢in, 100 pL benzil-MIM-CI
sulu ¢ozeltisi (0,4 g mL'l) ile farkli hacimlerde 0,104 g mL*NH,PFs sulu ¢oOzeltisi
kullanilarak test edilmistir. Sekil 3. 11’ de goriildiigii gibi NH4PFg sulu ¢ozeltisinden
700 uL alindig1 zaman ZK degeri maksimuma ulagmistir ve benzil-MIM-CI/ NH4PFg
mol oranlart 1/ 2,3 olarak hesaplanmistir. Bundan sonraki ekstraksiyon

calismalarinda bu oranda devam edilmistir.
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Sekil 3.11 In-sitii-iIS-DSSME yénteminde NH,PFg ¢ozelti hacminin etkisi. (Calisma kosullari: 5 mL
caligma ¢ozeltisi, pH=3; 100uL 0,4g/mL benzil-MIM-CI ¢ozeltisi; 4 dk ¢alkalama; 10 dk 40000 rpm

santrifiij)

3.2.2.2 Denge Stiresi

Denge siiresinin etkisi, mikroekstraksiyonu yontemleri i¢in 6nemli bir faktordiir.
Analitlerin ekstrakte miktarmi etkileyen ekstraksiyon siiresi, 0,3-20 dakika
arasindaki zaman araliginda arastirilmistir. Sekil 3. 12° de goriildiigii gibi denge
siiresinin artmas1 belirgin etkisi olmamistir. Goriiniise gore, sulu ¢ozeltiden IS’ ya

ekstraksiyonu arasinda analit molekiillerin kiitle transferi ¢ok hizlidir, bu durum ¢ok
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kisa stirede denge olusumuna neden olur (Yao ve Anderson, 2009). Bu nedenle,
sadece 60 sn orbital ¢alkalayicida ¢alkalanmis ve bundan sonraki ¢aligmalarda denge

siiresi 60 sn olarak alinmistir.
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Sekil 3.12 In-sitii-IS-DSSME yoénteminde denge siirelerin etkisi (Calisma kosullari: 5 mL calisma
¢ozeltisi; pH=3; 100uL 0,4g/mL benzil-MIM-CI1; 700uL 0,104g/mL. NH4PFg ;10 dk 4000 rpm

santrifiij).

3.2.2.3 Santrifiij Siiresi

Santrifiij siiresi, in-sitii-iIS-DSSME yonteminde, IS fazim sulu c¢ozeltiden
ayirmada kullanilan 6nemli adimdir. Santrifiij etkisi, 4000 rpm hizinda 5-20 dk
zaman araliginda calisilmistir ve her bir TS i¢in ZK degerleri hesaplanmistir. Sekil
3.13 ’te goriildiigi gibi 5 dk’ dan sonra ZK degerinde diisme goriilmiistiir. Bundan

sonraki ekstraksiyon caligmalarinda santrifiij siiresi 5 dk olarak ¢alisilmustir.
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Sekil 3.13 In-sitii-IS-DSSME yonteminde santrifiij siiresinin etkisi (Calisma kosullari: 5 mL ¢alisma
¢ozeltisi; pH=3; 100uL 0,4g/mL benzil-MIM-CI; 700uL 0,104g/mL NH4PFg; 60 sn calkalama).

3.2.2.3 Iyonik sivi/Tuz Hacim Oranlar:

Burada, benzil-MIM-CI/ NH4PFg’ n 1/ 2,3 mol oranlar1 sabit tutularak, benzil-
MIM-CI ve NH4PFg’ m sulu ¢ozeltilerinin farkli hacimleri, farkli hacimlerde
hidrofobik benzil-MIM-PFg olusturarak TS’ lerin ekstraksiyon verimi iizerindeki
etkisini arastirmak i¢in test edilmistir (Fan, Li ve Cao, 2015). Sekil 3. 14’ de
goriildiigii gibi TS’ lerin ZK degerleri, IS ¢ozeltisi hacminin 40 uL’> den 140 uL’ ye
artist kiitle transferi etkisi ile artmustir. . Gergek drneklere uygulanmasi sirasinda 140

uL benzil-MIM-CI ve 980 uL. NH4PFg sulu ¢ozeltileri ile galisiimustir.
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Sekil 3.14 In-sitii-1IS-DSSME yénteminde benzil-MIM-CI (uL)/NH,4PFg (uL) hacim oranlarmin etkisi
(Calisma kosullart: 5 mL ¢alisma ¢ozeltisi; pH=3; 60 sn calkalama; 5 dk santrifiij).

3.3 IS-DSSME Yontemlerinin Analitik Performansi
3.3.1 Geleneksel-IS-DSSME Yénteminin Analitik Performanst

Calisilan TS’ler icin geleneksel-IS-DSSME yontemi kullanilarak zenginlestirilmis
ve sonrasinda UPLC/DAD analizi ile kalibrasyon dogrular1 elde edilmis ve alt1 TS
icin dogrusal aralik, gozlenebilme sinir1, korelasyon katsayis1 ve keskinlik

hesaplanmustir.

Yontemin kesinligi 3 paralel olarak 100 pg L™ derisiminde giinler igi ve giinler
arasi calisilarak belirlenmistir. Kesinlik, % bagil standart sapma (% BSS) ile ifade

edilmistir.

standart sapma (SD)

%BSS= —
° ortalama (x)

Yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) ; TS’ lerin kalibrasyon esitligindeki en
diisiik derisimin 10 paralel analizi ile su sekilde hesaplanmistir:
LOD = 3* ( Standart sapma (SD)/ Kalibrasyon dogrusunun egimi (m) )

Yontemin tiim analitik performans sonuglari Tablo 3.2° de verilmistir.
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Tablo 3.2 Geleneksel-iIS-DSSME yéntemin analitik performansi

Parametreler MNS OTS TS KTS MTS DOS
Dogrusal Aralik
o 50-1000 50-1000 50-1000 50-1000 50-1000 50-1000
(ngL™)
Kalibrasyon y =0,1419x - y=0,0186x y=0,1893x + y =0,0197x + y =0,0063x + y = 0,0025x +
Esitligi 0,1808 +4,9889 0,7227 5,2483 5,9956 4,649
R 0,9972 0,8617 0,9984 0,8469 0,7232 0,6244
LOD (pg L™ 3,9328 9,0561 4,5331 1,5964 16,3023 8,8258
% BSS gilin-ici
100 pg L™ 7,14 1,54 1,43 7,24 1,59 0,83
250 ug L™ 3,98 7,66 4,50 1,31 5,70 0,48
% BSS giinler-aras1
100 pg L™ 2,46 3,51 6,95 3,63 6,07 1,56
250 ug L™ 9,96 1,67 10,12 2,01 1,83 5,44




3.3.2 In-sitii-IS-DSSME Yinteminin Analitik Performansi

Calisilan TS’ler igin in-sitii-IS-DSSME yontemi kullanilarak zenginlestirilmis ve
sonrasinda UPLC/DAD analizi ile kalibrasyon dogrular1 elde edilmis ve dort TS i¢in

dogrusal aralik, gozlenebilme sinir1, korelasyon katsayisi ve keskinlik hesaplanmustir.
Yontemin kesinligi 3 paralel olarak 25 ug L™ derisiminde giin i¢i ve giinler arasi

caligilarak belirlenmistir. Yontemin tiim analitik performans sonuglar1 Tablo 3.3° de

verilmigtir.
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Tablo 3.3 In-sitii-iIS-DSSME yéntemin analitik performansi

Parametreler TS KTS MTS DOS
Dogrusal Aralik
. 25-1000 25-1000 25-1000 25-1000
(ngL™)
Kalibrasyon Esitligi y =3,6297x + 0,031 y =4,2665x - 0,1125 y =9,8782x + 0,1898 y =8,1397x + 0,0984
R? 0,9992 0,9969 0,9971 0,9861
LOD
. 0,12 0,45 0,38 0,21
(ngL™)
%BSS*
o 0,67 0,86 1,17 0,56
glin-i¢1
%BSS*
1,02 0,90 1,17 1,11

giinler-arasi

*25 ug L™ derigimi



3.4 Gercek Ornekler

3.4.1 Geleneksel-IS-DSSME Yintemiyle

Gergek drnekler olan siit, bal ve yumurta Izmir’ de marketlerden satin alinmustir.
Boliim 2.5.1° deki yontemlere gére ornek ¢ozeltileri hazirlanarak geleneksel-IS-
DSSME yénteminin optimizasyon kosullarina gére analiz edilmistir. Ornek
cozeltilere 100-250 pg L' standart TS antibiyotikleri eklenmistir. Sekil 3.15 -3.17°de
sirastyla siit, yumurta ve bala ait UPLC kromatogramlari verilmistir. Geri kazanim

yiizdeleri tiim 0rnekler i¢in % 17 ila % 98 arasinda degisim gostermistir (Tablo 3. 4).

Sekil 3.15 TS’ in kromatogramlar (50 mm lik HPLC kolonu) (A) 250 pg L™ standart TS’ler ve (B)
Geleneksel-iS-DSSME yéntemi sonrast (250 pg L™), (C) siit 6rnegi ve (D) siit drnegine 250 pg L™
standart TS eklendikten sonra (1 = MSN, 2=0TS, 3=TS, 4= KTS, 5= MTS, 5 = DOS).
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Sekil 3.16 TS’ in kromatogramlar1 (50 mm lik HPLC kolonu) (A) 250 pg L™ standart TS’ler ve (B)
Geleneksel-iS-DSSME yéntem sonrasi (250 pg L™), (C) yumurta 6rnegi ve (D) yumurta érnegine 250
ng L standart TS eklendikten sonra (1 = MSN, 2=0TS, 3=TS, 4= KTS, 5 = MTS, 5 = DOS)

Sekil 3.17 TS’ in kromatogramlar1 (50 mm lik HPLC kolonu) (A) 250 ug L™ standart TS’ler ve (B)
Geleneksel-iS-DSSME yontem sonrast (250 pg L™), (C) bal 6rnegi ve (D) bal érnegine 250 pg L™
standart TS eklendikten sonra (1 = MSN, 2=0TS, 3=TS, 4= KTS, 5= MTS, 5 = DOS).
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Tablo 3.4 Geleneksel-IS-DSSME yéntemi ile siit bal yumurta érneginde TS antibiyoiklerinin analiz sonuglart

Yumurta
Eklenen %Geri %Geri %Geri
Analitler 1 Bulunan Bulunan Bulunan
(ngl™) Kazanim Kazanim Kazanim
100 1,10+0,01 74,4+0,2 1,80+0,01 93,3+3,5 0,09+0,01 90,6+0,5
MNS
250 1,91+0,03 76,1+£2,4 2,30+0,02 84,0+0,1 0,18+0,02 72,3+1,3
100 0,60+0,01 35,1£2,2 0,40+0,01 37,2+0,8 0,04+0,01 35,2439
OTS
250 0,40+0,02 17,6+3,4 1,12+0,02 43,34+4,6 0,05+0,02 21,8+2,8
100 0,50+0,06 40,3+8,7 1,62+0,01 70,3+0,0 0,08+0,01 76,4+0,3
TS
250 1,50+0,01 51,7+£2,6 0,20+0,05 63,7£1,6 0,19+0,02 74,2+0,9
100 0,70+0,01 43,4453 0,04+0,06 48,5+0,4 0,05+0,01 46,1+3,7
KTS
250 0,40+0,03 33,5+4,1 0,20+0,02 49,2+0,0 0,14+0,03 56,8+0,2




1S

Tablo 3.4 Geleneksel-IS-DSSME yéntemi ile siit bal yumurta érneginde TS antibiyoiklerinin analiz sonuglari (devami)

Siit Yumurta
Eklenen %Geri %Geri %Geri
Analitler 1 Bulunan Bulunan Bulunan
(ngL™) Kazanim Kazanim Kazanim
100 1,2+0,01 75,6+3,2 0,04+0,08 40,2+3,3 0,04+0,13 43,1+3,7
MTS
250 1,0+0,02 76,8+5,2 0,10+0,1 46,3+£2,3 0,08+0,06 33,9+5,2
100 1,0+0,01 62,8+3,5 0,05+0,20 49,5+0,0 0,05+0,05 47,8+0,1
DOS
250 0,9+0,03 58,4+4.5 0,012+0,12 48,3+0,0 0,08+0,02 35,0+0,2




3.4.2 In-sitii-IS-DSSME Yontemiyle

Gergek ornekler olan siit, bal ve yumurta izmir’ de marketlerden satin alinmustir.
Bolim 2.5.1° deki yontemlere gore ornek ¢ozeltiler hazirlanarak optimize edilen in-
sitii-IS-DSSME yontemine gore analiz edilmistir. Ornek ¢ozeltilere 50-250 pg L™
standart TS antibiyotikleri eklenmistir. Sekil 3. 18 -3. 20’de sirasiyla siit, yumurta ve
bala ait UPLC kromatogramlar1 verilmistir. Giin i¢i ve giinler arast geri kazanim

yiizdeleri tiim 6rnekler i¢cin % 65 ila % 120 arasinda degisim gostermistir (Tablo 3. 5

ve Tablo 3. 6).

--'
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Sekil 3.18 TS’ in kromatogramlari (150 mm lik HPLC kolonu) (A) 250 ug L™ standart TS’ler ve (B)
in-sitii-IS-DSSME yéntem sonrast (250 pg L™), (C) siit 6rnegi ve (D) siit drnegine 250 pg L1 TS

eklendikten sonra (1 =TS, 2= KTS, 3= MTS ve 4 = DOS).
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Sekil 3.19 TS’ in kromatogramlar1 (150 mm lik HPLC kolonu ) (A) 250 ug L™ standart TS’ler (B) in-
sitii-iIS-DSSME y6ntem sonrasi (250 pg L™), (C) yumurta 6rnegi ve (D) yumurta drnegine 250 pg L™
TS eklendikten sonra (1 = TS, 2= KTS, 3 = MTS ve 4 = DOS).

C
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S
* By
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Sekil 3.20 TS’ in kromatogramlari(150 mm lik HPLC kolonu) (A) 250 pg L™ standart TS ler (B) in-
sitii-iS-DSSME yontem sonrast (250 pug L™), (C) bal érnegi ve (D) bal érnegine 250 pg L™ TS
eklendikten sonra (1 =TS, 2= KTS, 3=MTS ve 4 = DOS).

53



145

Tablo 3.5 In-sitii-iIS-DSSME yéntemi ile siit bal ve yumurta drneginde TS antibiyoiklerinin giin-igi analiz sonuglari

Stit Bal Yumurta
Eklenen  (ng % Geri % Geri %
Analitler Bulunan Bulunan Bulunan
mL"1) Kazanim Kazanim Kazanim
0,05 0,04+0,01 86.347.3 0,047+0.01 943435 0,03940,01  78.2+1.7
TS
0,25 0,21+0,02 85,8462 0,17+0,03 70,049,4 0,17+0,03 68,3+7,2
0,05 0,05:0,01 93,9+10,5 0,046£001  93.3%5.6 0,044£002 88,091
KTS
0,25 0,248+0,00 99,2+1,2 0,04+0,02 86,3+4.2 0,22+0,02 89,7+6.0
0,05 0,06-0,06 120,4+6,8 0,05+0,01 109,2+8,0 0,05+0,01 109,2+8.0
MTS
0,25 0,16+0,08 65,0+2,0 0,25+0,01 102,649,0 0,26+0,02 103,1%13
0,05 0,05+0,01 107,2+1,5 0,05+0,03 108,7+3,1 0,054+0,01 108,7+1,3
' 0,26+0,02 105,342.,3 0,25+0,01 101,64+7,2 0,28+0,03 115,0£6,0




GS

Tablo 3.6 In-sitii-iIS-DSSME yéntemi ile siit bal yumurta 6rneginde TS antibiyoiklerinin giinler-arasi analiz sonuglari

Bal Yumurta
Analitler Eklenen Bulunan % Geri Bulunan % Geri Bulunan % Geri
mL™1) Kazanim Kazanim Kazanim
TS 0,05 0,04+0,05 91,145,0 0,03+0,02 60,0+5,2 0,03+0,03 61,2+1,3
0,25 0,15+0,07 60,8+4,3 0,20+0,05 82,5+7.,4 0,16+0,01 62,0£2,0
KTS 0,05 0,05+0,01 103,9+6,0 0,04+0,03 79,7£2,3 0,036+0,02 72,242.0
0,25 0,16+0,06 64,0+4,3 0,20+0,01 82,743,0 0,15+0,02 60,0+2,0
MTS 0,05 0,06+0,04 128,3+2,5 0,05+0,05 111,1£1,8 0,05+0,1 101,1£10,0
0,25 0,16+0,08 64,0+35,8 0,27+0,04 109,7+8.4 0,27+0,08 109,0+8,0
DOS 0,05 0,05+0,01 97,5+3,5 0,04+0,06 90,7+1,60 0,05+0,09 107,0+1,0
0,25 0,16+0,02 64,8+3,52 0,22+0,06 89,3+5,60 0,29+0,03 116,0+3,0




BOLUM DORT
SONUCLAR

Bu c¢alismada, TS antibiyotiklerinin HPLC ile tayin oncesi zenginlestirilmeleri
icin geleneksel iyonik s1vi bazl dispersif sivi s1ivi mikroekstraksiyonu yontemi ve in-
sitll iyonik s1vi bazli dispersif siv1 sivi mikroekstraksiyonu yontemleri gelistirilmis ve

yontemler optimize edilerek, siit, bal ve yumurta drneklerine uygulanmastir.

Calismada TS bilesiklerinin HPLC’ de ayrilmast ve nicel analizleri igin

kromatografik sartlar belirlenmistir.

Ik olarak, geleneksel iyonik sivi bazli dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon
yontemi calisilmigtir. Iyonik sivi olarak, 1-hegzil-3metil-imidazolyum bis(triflloro
metil siilfonil)imid kullanilmig ve yOntemin optimizasyon basamaklari (pH, tuz
etkisi, ekstraksiyon ¢oziicilisii hacmi, dispersif ¢oziicii tiirii, dispersif ¢dziicii miktari,
ekstraksiyon siiresi, santrifiij siiresi) gelistirilmistir. Optimizasyon kosullari: pH 3;
tyonik s1vi hacmi 50 pL; dispersif ¢oziicii olarak asetonitril; dispersif ¢ozilicii hacmi
750 uL; ektraksiyon siiresi 10 dak; santrifiij siiresi 5 dk olarak belirlenmistir. Tuz

etkisinin ekstraksiyon verimliligini azalttig1 goriildiigii i¢in tuz eklenmemistir.

In-sitii iyonik siv1 bazli dispersif sivi sivi mikroekstraksiyonu ydnteminde ise,
iyonik sivi olarak 1-benzil-3metilimidazolyum bromiir kullanilmistir. Yontem,
ekstraksiyon verimliligini arttirmak i¢in optimizasyon basamaklart (NHsPFg tuz
¢ozeltisinin hacimi, denge siiresi, santrifiij siiresi, iyonik sivi/tuz hacim oranlari)
gelistirilmistir. Optimizasyon kosullari: NHsPFg tuz ¢ozeltisinin hacimi 700 pL;
denge stiresi 1 dk; santrifiij siiresi 5 dk; 1-benzil-3metil-imidazolyum bromiir /
NH4PF¢ tuz ¢ozeltisi 140 uL / 980 pL olarak belirlenmistir. Ilk calisilan ydntemde
pH ve tuz etkisi ¢alisildigi i¢in tekrar edilmemistir.

Gelistirilen yontemler i¢in c¢alisma aralig, gozlenebilme siniri, giin-igi

tekrarlanabilirlik gibi analitik parametreler incelenmistir. in-sitii iyonik sivi bazl

dispersif sivi s1vi mikroekstraksiyonu yonteminde giinler-arasi tekrarlanabilirlik de
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caligtlmigtir. Yontem, siit, bal ve yumurta Orneklerine basartyla uygulanmistir.
Gergek Orneklerde tetrasiklin kalintilarina rastlanilmamistir. Her iki yontemde de
yesil ¢oziicli olarak adlandirilan ¢evre dostu iyonik sivi kullanilmistir. Geleneksel
iyonik sivi bazli mikroekstraksiyonu yonteminde, ekstraksiyon siiresi; in-sitii iyonik
stvi bazli mikroekstraksiyonu yonteminde ise, denge siiresi olduk¢a kisadir. Bu iki
yontemin sonuclari, son zamanlarda yapilmis iyonik sivi bazli mikroekstraksiyon
calismalar1 ile karsilastirilmistir. Tablo 3.7 de gorildigi gibi bu ¢alismada
gelistirilen yontem ile elde edilen ZK ve LOD degerleri literatiirdeki benzer

yontemleri ile yarisabilir veya bazilarindan daha iyidir.
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Tablo 3.7 Gelistirilen IS-DSSME yénteminin literatiirdeki diger yontemler ile karsilastiriimasi

Calisma
_ LOD _
Yontem Analit  aralign  ZK 1. Matriks Ref
4 (ngL7)
(ngL?)
OTS, Song, Zhang,
IS-DSSME, TS, 12- Zhang, Feng,
5-1000 2-12  Yumurta
BMIMPF¢ KTS, 44 Wang ve
DOS Wang, (2014)
OTS,
Scaklik kontrollii
. TS, 0,031- Hou, Guan ve
IS-DSSME, 0,1-200 Su )
KTS, 0,079 Di, 2011
BMIM-PFsg,
DOS
TS, Du, Wu,
IS-DSSME, KTS, 78-  0,46- Kang, Wang,
10-500 Su i
BMIM-PFg MTS, 82 0,57 Huang ve L1,
DOS 2014
Karageorgou,
OTS, : g
- . Arment,
Ultrasonikdispersif TS, 4,8-
Siit Moschou ve
SPE KTS, 18,7 _
Samanidou,
DOS
2014
MNS,
OTS,
IS-DSSME, TS, 13- 1,6- Siit, bal,
) 50-1000 Bu ¢alisma
hekzil-MIM-NTF,  KTS, 148 16,3  yumurta
MTS,
DOS
TS,
Insitii-IS-DSSME,  KTS, 25- 0,12-  Siit, bal,
] 25-1000 Bu galisma
benzil-MIM-CI, MTS, 98 0,45  yumurta
DOS
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