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ENDOKRIN BOZUCU KiRLETIiCILERDEN SULFONAMIDLERIN
GIDERILMESINE YONELIK AFINITE MATRIKSINiN HAZIRLANMASI
VE UYGULANMASI

0z

Antibiyotikler hayvan hastaliklarin1 engellemek amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Antibiyotikler, insanlarda alerjik reaksiyonlardan endokrin sisteme
ait bozukluklara kadar genis bir yelpazede saglik sorunlarina, mikroorganizmalarda
da diren¢ gelisimi gibi etkilerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Yogun
kullanimlarinin sonucu olarak antibiyotik kalintilari, ¢evresel orneklerin yani sira
hayvansal iirlinlerde de belirlenebilmektedir ve uzun bir siiredir gida ve g¢evresel
orneklerdeki antibiyotik kalintilarinin varligmma bagli potansiyel saglik sorunlar
tartigilmaktadir. Ote yandan, son derece karmasik yapidaki gida orneklerinde eser
diizeyde bulunan antibiyotik kalintilarinin dogru tayini olduk¢a zordur. Bu yiizden,
eser miktarda bulunan bilesiklerin analiz Oncesi zenginlestirilmesi gerekli bir
zorunluluktur. Bu amacla, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve N-metakriloil-L-
triptofan metil ester (MATrp) monomerleri kullanilarak hayvansal gida
orneklerindeki siilfonamid grubu antibiyotiklerin tayini ve uzaklastirilmasina yonelik
yeni bir afinite sorbenti [poli (etilen glikol dimetakrilat-N-metakriloil-L-triptofan
metil ester) (p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri] gelistirildi. Fourier transform
infrared spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve sisme
deneyleri ile karakterize edilen p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin, siilfonamid
grubu siilfomerazinin zenginlestirilmesinde kullanilmak amaciyla adsorpsiyon
parametreleri (siire, pH, baslangic derisimi gibi) optimize edildi. Gelistirilen
sorbentin hayvansal gida (yumurta ve siit) Orneklerindeki antibiyotik kalinti
miktarlarmin  yiiksek  performansli  sivi  kromatografisi ile tayini ve

uzaklastirilmasinda uygulanabilirligi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, siilfomerazin, afinite sorbenti, HPLC
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PREPARATION AND APPLICATION OF AFFINITY MATRIX
TO REMOVE SULFONAMIDES AS ENDOCRINE DISRUPTER
POLLUTANTS

ABSTRACT

Antibiotics have been widely used for the prevention of animal diseases.
Antibiotics cause a wide range of health problems from allergic reactions to
endocrine disorders in humans and resistance development in microorganisms. As a
result of their extensive use, antibiotic residues are detected in animal products as
well as in the environment. Potential health risks due to the presence of antibiotic
residues in food and the environment have been discussed for a
long time. On the other hand, accurate determination of trace amount of the antibiotic
residues is very difficult because of the complexity of the food. Therefore,
preconcentration of these compounds which are in trace levels is necessary before
analysis. For this purpose, a new affinity sorbent [poly (ethylene glycol
dimethacrylate-N-methacryloyl-L-tryptophane methyl ester) (p(EGDMA-MATrp)
microspheres], were developed by using ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA)
and N-methacryloyl-L-tryptophane methyl ester (MATrp) monomers for the
extraction of sulfonamide group of antibiotics in food samples of animal origin
before analysis. P(EGDMA-MATrp) microspheres were characterized with fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscobe (SEM), and
swelling tests. Adsorption parameters (contact time, pH, initial concentration etc.)
were optimized for the preconcentration of sulfamerazine in sulfonamide group.
Applicability of the developed sorbent for the analysis and removal of antibiotic
residues in the food samples of animal origin such as egg and milk with high

performance liquid chromatography was also determined.

Keywords: Antibiotic, sulfamerazine, affinity sorbent, HPLC
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BOLUM BiR
GIRIS

Endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu degistiren ekzojen madde ya da
madde karisimlart olarak tanimlanan endokrin bozucular, hormonlarin iretim,
salmim, baglanma, tasinma, aktivite, biyotransformasyon ve viicuttan atilimlarini
etkilemektedir. Dogada dogal olarak bulunan endokrin bozucularin, yar1 omiirleri
kisa oldugundan dokularda birikmeden kolayca viicuttan atilirlar. Bu nedenle, yogun
ve ¢ok miktarlarda alinmadiklar siirece énemli bir yan etkiye neden olmazlar. Ote
yandan, endiistride, tarimda, ev ve giinliik kullanimda yer alan sentetik endokrin
bozucular, yag dokuda birikebildiklerinden ve viicuttan atilimlar1 yavas oldugundan
ciddi saglik sorunlarina neden olurlar. Endokrin bozucular, 6zellikle lireme sistemi
ve tiroit fonksiyonlarini etkilemekle birlikte meme, prostat, testis gibi cesitli kanser
olusumlari, trombosit agregasyon bozukluklari ve kemik mineral yogunlugunun
bozulmasi gibi ¢ok ¢esitli saglik problemlerine yol agabilir. Daidzein ve enterolakton
gibi fitodstrojenler, dioksin ve furanlar gibi organohalojenler, atrazin ve lindan gibi
pestisidler, fitalatlar, kadmiyum ve kursun gibi agir metaller, bisfenol A gibi
ksenobiyotikler ile dogum kontrol haplar1 ve antibiyotikler gibi farmasétikler baglica

endokrin bozuculardir.

Antibiyotikler, Ostrojenler, ilag etken maddeleri gibi ¢ok cesitli farmasotikler,
oldukca diistik derisimlerde gidalarda, sediment ve toprak gibi ¢evresel 6rneklerde
bulunmaktadir. Eser diizeyde (ppb seviyesinde) bulunmalar1i nedeniyle kirletici
olarak farmasétiklerin gida ve cevresel Orneklerdeki varligi gozden kagmaktadir.
Ancak son yillardaki ¢alismalar, farmasétiklerin diisiik derisimlerinin bile ¢evre ve
insan sagligini olumsuz etkileyecegini gostermektedir (Desbrow ve diger, 1998;
Routledge ve diger, 1998). Cesitli farmasotikler arasinda da antibiyotikler,
kullanimlar1 tiim diinyada hizla arttigindan yogun ilgi ¢ekmektedir (Kasprzyk-
Hordern, Dinsdale ve Guwy, 2009).



1.1 Antibiyotikler

Bakteriyel enfeksiyonlar1 onlemek i¢in terapdtik amagla insan ve hayvanlarda
yaygin olarak kullanilan antibiyotikler, mikrobiyolojik sentez yontemiyle olusturulan
biyoaktif ve kemoterap6tik gruplar arasindaki en énemli tiyelerdendir (Joshi, 2002).
Cesitli  mikroorganizmalar  tarafindan  iretilebilen  antibiyotikler,  diger
mikroorganizmalarin biiylimesini Onleyen ya da Oliimiine neden olan kimyasal

maddelerdir (Evaggelopoulou ve Samanidou, 2013).

Antibiyotik kullanimi ile ge¢mis yillarda ¢ok sayida 6liim ve ekonomik kayba
neden olan birgok hastalik, giliniimiizde heniiz ortaya dahi c¢ikmadan
Onlenebilmektedir. Fakat bunun yan1 sira antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi bazi
olumsuz durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Antibiyotiklerin olumsuz
etkileri arasinda siddetli tirtiker, hemolitik anemi ve anafilaksi yelpazesinde alerjik
reaksiyonlar,  gastrointestinal ~ bozukluklar,  hepatotoksisite,  nefrotoksisite,
norotoksisite, kemik ve kikirdak yap1 bozukluklari, infertilite gibi endokrin sisteme
ait bozukluklar gibi ciddi saglik problemleri yer almaktadir (Shapiro, Goldberg,
Brunton, Lazo ve Parker, 2006). Bununla birlikte, antibiyotiklerin ¢iftlik ve kiimes
hayvanlarinda biliylime ve gelismeyi tesvik edici amacla yem katki maddesi olarak
kullanilmalari, hayvansal gidalarda kalintilara, bu gidalar tiiketen kisilerde alerjik
reaksiyonlara, hayvan ve insanlarda hastalifa sebep olan mikroorganizma tiirleri
arasinda direngli suslarin olusmasina sebep olmaktadir (Carson, Righter ve Wagner,
1994; Di Corcia ve Nazzari, 2002; Evaggeloupulou ve Samanidou, 2013; Philips ve
diger., 2004; Wang, Leung ve Lenz, 2006). Bu suslar, hayvandan hayvana ve
hayvandan insana gecen hastaliklarin yayginlagsmasina neden olmakla beraber ayni
zamanda kendisine daha Onceden verilmis olan antibiyotigin etkinligini de

azaltmaktadir (Karen, 1999).

1.1.1 Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, kimyasal yapilarina gore, etki mekanizmalarna gore ya da

mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore c¢esitli kategorilerde



siiflandirilabilirler. Antibiyotikler, birbirlerinden farkli kimyasal yapilara sahiptirler
ve bakteri mekanizmasinin farkli kisimlarinda etkinlik gosterirler.
Genel olarak antibiyotikler bakteri mekanizmasindaki etkinliklerine gore iki gruba

ayrilir (Prasad ve Smith, 2013) :

Bakterisid olanlar

Bu tiir antibiyotikler, bakterinin hiicre duvarina ya da hiicre icerisine etki ederler
ve boylece dogrudan bakteri hiicresini yok ederler. Florokinolonlar, vankomisinler ve
penisilinler bu gruba 6rnek verilebilir (Carvalho, David ve Silva, 2012; Zhang ve

Yew, 2009).

Bakteriyostatik olanlar

Bu tiirdeki antibiyotikler, bakteriyi dogrudan o6ldiiremezler; bakteri hiicrelerinin
biiylimesini, gelismesini ve iliremesini Onlerler. Tetrasiklinler, kloramfenikoller ve
siilfonamidler bu gruba ornek gosterilebilir (Carvalho ve diger., 2012; Zhang ve
Yew, 2009).

Bakterisid ve bakteriyostatik ilag 6rneklerinden bazilar1 Sekil 1.1 de verilmistir.



Penisilinler
Sefalosporinler

Imipenem

Aztreonam

Bakterisid ilaglar Aminoglikozidler

Florokinonlar

Vankomisin

Rifampin

Antibakteriyel ilaglar —
Nitroimidazoller

Tetrasiklinler

Silfonamidler

Bakteriyostatik -
ilaclar Makrolidler
Linkozamidler
Kloramfenikol

Sekil 1.1 Antibiyotiklerin etki derecelerine gére siniflandirilmasi

Antibiyotikler, etki mekanizmalarina gore bes grupta toplanirlar (Zhang ve Yew,

2009):

1.Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive edenler:

Bakteri hiicresi, diger hiicrelerden farkli olarak lipoprotein yapisindaki sitoplazma
membranin yani sira bir de bu membranin dis yiizeyini g¢evreleyen, bakterinin
biitiinliiglinii koruyan, boliinme ve ¢ogalmasini saglayan kismu olan sert bir hiicre
duvarma sahiptir (Sekil 1.2). Hiicre duvart murein denilen bir polimer bilesikten
olusmaktadir. Bu madde, bir mukopolisakkarit olan lineer peptidoglikan zincirlerinin
yan dallarla birbirine baglanmas1 ile meydana gelir. Bakteri hiicre duvan
peptidoglikan yapisi sayesinde etkinligini gdsterir. Antibiyotiklerden bazilari, bakteri

hiicre duvarinin sentezinde rol alan biyokimyasal tepkimeleri bozarlar ve bu sayede



hiicre duvart olusamadigindan dolayr bakteri hiicresi Oliir. Bu sinifta bulunan
antibiyotiklerin, gelismesini tamamlamis olan bakteriler iizerinde etkisi yoktur;
¢linkii bu bakteriler hiicre duvar olusumlarin1 tamamlamislardir. Bu nedenle bu tiir
ilaglar, ozellikle gelismekte ve liremekte olan bakteriler lizerinde bakterisid etki

gosterirler (Carvalho ve diger., 2012; Kayaalp, 2002).

Polisakkarit

Peptidoglikan

— 52 Plazma membrani
Membran proteini

Sekil 1.2 Bakteri hiicre duvari yapisi

2.Sitoplazma membraninin gecirgenligini bozanlar (Deterjan etkisi vapanlar):

Bazi yiizey aktif antibiyotikler, mikroorganizma i¢in gerekli maddelerin dig
ortamdan pasif diflizyon veya aktif transportla alindigi osmotik bir engel olan
sitoplazma membraninin gegirgenligini arttirmak suretiyle sitoplazma i¢inde 6nemli
etkiye sahip kii¢iik molekiillii bilesiklerin (aminoasitler, niikleotidler, potasyum gibi)
hiicreden disar1 c¢ikmasina neden olarak bakterisid etki olustururlar ve
mikroorganizmanin Sliimiine neden olurlar. Bu tiirdeki antibiyotikler, hiicre duvari
sentezini bozan antibiyotiklerin aksine, biiylimesi, gelismesi ve {iremesi

tamamlanmis olan mikroorganizmalar1 da 6ldiiriir (Kayaalp, 2002).



3. Ribozomlarda protein sentezini bozanlar:

Antibakteriyel spektrumlart olduk¢a genis olan bu tiirdeki antibiyotikler, gerek
Gram-pozitif gerekse Gram-negatif mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ederler.
Bir¢cogu bakteriyostatik etki yaparken aminoglikozidler gibi baz tiirleri ise bakterisid
etki yaparlar. Bu tiirdeki antibiyotikler, bakterilerin 30S ve 50S ribozomal alt
birimlerine baglanir ve burada RNA tarafindan kontrol edilen protein sentezini

bozmak suretiyle etki gosterirler (Carvalho ve diger., 2012; Kayaalp, 2002).

4.Bakteri genetik materyali lizerine etki yapanlar (DNA ve RNA sentezini bozanlar):

Bu grupta bulunan antibiyotikler, DNA sentezini veya mRNA sentezini bozarak
etki gosterirler. Bu grupta memeli hiicresinin ¢ekirdegini de etkileyen sitotoksik
ilaglar da vardir ve bir kismi timor tedavisinde kullanilir. Aktinomisinler,
rifamisinler, kinolonlar, mitomisinler bu sekilde etkinlik gdsteren antibiyotiklere
ornektir.

Aktinomisinler ve rifamisinler, DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimi
yardimiyla genetik materyalde yapilan transkripsiyonu yani mRNA sentezini inhibe
ederler. Kinolonlar, bakteri DNA’sin1 siiper sarmal halde tutan ve DNA’nin
transkripsiyonunda rol oynayan DNA giraz enzimini inhibe ederek etkili olur. Siiper
sarmal DNA yapisinin bozulmasiyla DNA fonksiyonlar1 bozulur ve bakteri 6liir.
Mitomisin ve diger benzer antibiyotikler ise, dialkilleme yolu ile DNA ¢ift
zincirindeki DNA molekiillerinin ¢apraz baglanmasini saglamak suretiyle birbirinden

ayrilmalarini 6nleyerek DNA replikasyonunu engeller (Kayaalp, 2002).

5. Folik asit sentezini inhibe ederek etki edenler:

Bir bakteri hiicresi, DNA sentezi i¢in gerekli olan folik asidi kendisi sentezler.
Siilfonamid ve trimetoprim gibi antibiyotikler, folik asit sentezi i¢in gerekli olan bazi
enzimlerin sentezini engelleyerek antimikrobiyal etki gosterir (Chung, Lee, Chung

ve Lee, 2009; Dzidi¢, Sugkovi¢ ve Kos, 2008).



Antibiyotiklerin etki mekanizmas1 Sekil 1.3’te 6zetlenmistir.
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Sekil 1.3 Antibiyotik etki mekanizmalari

Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi Tablo 1.1°deki gibidir.

Genellikle benzer toksisite ve alerjik etkinlige sahip antibiyotikler, ayn1 zamanda

benzer kimyasal yapiya sahiptir.

Tablo 1.1 Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi

Aminoglikozitler Imidazoller

Fenikoller Beta-laktam antibiyotikler
¢’Siilfonamidler”’ Nitrofuranlar
Tetrasiklinler Polipeptidler
Linkozamidler Rifamisinler

Makrolidler Florokinolonlar




1.2 Siilfonamidler

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi ve onlenmesinde sistematik olarak yer alan ilk
etkin kemoterapotikler olan siilfonamidler, ucuz olmalar1 nedeniyle 6zellikle
veterinerlikte yaygin olarak kullanilmaktadir (Kayaalp,2002). Siilfonamidler (Sekil
1.4), genel yap1 olarak benzen halkasina bagli bir amin ve bu amine para konumunda

bagli bir siilfonamid grubu icerir (Won ve diger., 2011).

l I — Siilfonamid

HgN _S_NH2 grubu

Sekil 1.4 Para-amino benzen siilfonamid (siilfanilamid)

[k kez 1908'de Gelmo tarafindan sentezlenen siilfanilamid veya diger adiyla
para-amino benzen siilfonamid, siilfonamidlerin en basit yapili iiyesidir. 1913'de
Einsenberg, bazi azo bilesiklerinin in vitro antibakteriyel etkili olduklarin1 ortaya
koymustur. 1919'da da Heildelbergen ve Jacobs, yapisinda p-amino benzen
stilfonamid iceren kimyasal bilesiklerin hidrokuprein ile birleserek in vitro bakterisid
etki olusturduklarin1  belirlemistir  (Sanli ve Kaya, 1988). Siilfonamidler
kesfedilmelerinin ardindan genis bir kullanim alan1 bulmus ve bir siire sonra etkili
olduklar1 bakterilerin yol actiklar1 hastaliklarda 6nemli azalma olmustur (Booth ve
McDonald, 1988). Penisilinler uygulamaya girinceye kadar, bulasic1 hastaliklarin
tedavisinde genis Ol¢lide kullanilmislar, ancak daha sonra penisilinler ve diger
antibiyotiklerin bulunmasi ve tedavi islerimde kullanilmalar1 ile 6nemleri zaman
icinde giderek azalmistir. Ozellikle trimetoprim, ormetoprin gibi  2,4-
diaminoprimidin (DAP) tilirevleriyle birlikte hazirlananlar1 basta olmak {izere,
bazilar giiniimiizde dahi bir¢ok bakteriyel ve protozoal hastaligin kontroliinde halen

genis sekilde kullanilmaktadir (Kafali, 2008; Kaya, Piringci ve Bilgili, 2007).



Tiim siilfonamidler ayni yapiya sahiptir (Higsmiogullar1, 2004; Sweetman, 2009).
Stlfonamidler, esas itibariyle siilfanilamid (para-amino benzen siilfonamid)
maddesinin tiirevidir (Altintag, 2006; Kafali, 2008). Yapisindaki azot atomlarindan
birinin yerine ¢esitli gruplar baglanarak, etki giicii ve siireleri birbirinden farkli ¢ok
sayida siilfonamid bilesigi tiiretilebilir (Altintas, 2006). Giiniimiizde ¢ok sayida
stilfonamid tiirevi sentezlenmis olup, bunlardan sadece 25-30 kadar1 uygulama alan

bulmustur (Sahindokuyucu, 2003)( Sekil 1.5).

Bakteriler tizerindeki etkinligi agisindan bakildiginda siilfonamid grubunun pek
Onemi yoktur; fakat tagidigi gruplar yoniinden bakildiginda molekiiliin en 6nemli
kismini olusturur. Amid azotuna (N1) baglanan gruplar bilesigin farmakokinetigini
ve etki giiclinli degistirir; ayn1 zamanda bakteriler iizerindeki etkinligin
saglanabilmesi i¢in molekiilde para amino grubunun serbest olarak bulunmas1 gerekir
(Riviere ve Papich, 2013). Buraya heterosiklik aromatik bir grubun baglanmasiyla
en etkili siilfonamid tiirevleri sentezlenmis olur; fakat benzen halkasina baglanmasi

genellikle etki kaybiyla sonuglanir (Kaya ve ark., 2007).
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Sekil 1.5 14 Siilfonamid tiirevinin kimyasal yapist (Won ve diger, 2011)

Siilfonamidler, DNA yapisina katilan purin bazlarinin sentezini inhibe ederek
bakterilerde etki gosterir. Bakterilerin hiicre duvari, bu sentezde gerekli olan folik
asit i¢in gecirgen olmadigindan bakteri, sentezledigi veya ortamdan aldigi para-
amino benzoik asidi (PABA), dihidropteroat sentetaz enzimi ile dihidropteroik asite,
onu dihidrofolat sentetaz enzimi ile dihidrofolik asite, onu da dihidrofolat rediiktaz
enzimi ile tetrahidrofolik asite ¢evirerek purin sentezini saglar. Siilfonamidler bu
sentez yolunda, PABA’ya benzerligi dolayisiyla (Sekil 1.6), dihidropteroat sentetaz

enzimini inhibe ederek sentezin devamini engeller (Toreci, 2003)(Sekil 1.7). Sonucta
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plirin bazlar1 ve timidin yapimini saglayan enzimlerin kofaktorii olan tetrahidrofolat
tiirevleri yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezi bozulur; metionin ve glisin
sentezi de azalir. Insanlar, folik asidi besinleri araciligiyla alir ve ayrica insan hiicresi
folik aside gecirgendir. Bu nedenle siilfonamidler memeli hiicrelerinde yukarida

belirtilen 6gelerin sentezini bozmaz (Kayaalp, 2002).

NH, NH,
COOH SO,NH,
PABA SULFONAMID

Sekil 1.6 Siilfonamid ve PABA (Para-amino benzoik asit) arasindaki yap1 benzerligi

PABA

Pteridin
\ [

Dihidropteroat sentetaz -Sulfonamid

Y
Dihidropteroik asid
Glutamat ——p Dihidrofolat sentetaz
Dihidr0¥0]ik asid

AP Dihidrofolat rediiktaz
| _,-2NADP

Tetrahidrofolik asid
DNA- RNA

Sekil 1.7 Siilfonamid etki mekanizmasi
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1.2.1 Siilfonamidlerin Siniflandirilmasi

Siilfonamidler, uygulama yerlerinden emilme ve viicuttan atilma durumlarina

gore;

Hizla emilen ve atilanlar (Stlfanilamid, Silfadiyazin, Siilfatiyazol, Siilfomerazin,
Siilfametazin gibi)

Hizla emilen ve yavasg atilanlar (Siilfadimetoksin gibi)

Sindirim kanalinda etkili olanlar

Ozel-yerel etkili olanlar seklinde 4 grupta incelenir (Reiner, 1982).

Ayrica, etki ve eylemine gore siilfonamidler sistemik ve yerel etkililer olmak
tizere iki gruba ayrilabilir. Sistemik etkililer kisa, orta ve uzun etkililer diye kendi
icinde tekrar siniflandirilabilir. Yerel etkililer ise disaridan kullanilanlar ve agizdan

kullanilanlar olarak ayrilabilir (Sekil 1.8).

—» Sulfadiazin (Ultradiazin)
—» Sulfamerazin
—» Sulfametazin

s(reli olanlar —» Sulfizoksazol (Gantrisin)

—p Kisa ve orfa etki

Ly Sulfametoksazol (Gantanol)
Silfonamidler =¥ Depo Sillionamidler — Sulfadoksin (Fanasil)
Lokal ———9 Sulfasetamid
—» Ozel Kullanim Yanik GUmas-sulfadiazin
yeri olanlar tedavisi _b[: Marfanil
Ulseratif

kolit ——p Sulfasalazin
tedavisi

—» Absorbe olmayan Halilsulfatiazol(Sulfakolit)
Siilfonamidler _[: Suksinilstlfatiazol

Sekil 1.8 Siilfonamidlerin siniflandirilmasi
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1.3 Siilfomerazin

C11H12N4O,S  (4-amino-N-(4-metil primidin-2-il)benzen siilfonamid) kapali
formiiliine sahip olan siilfomerazin, hizli olarak emilen ve atilan, metil primidin
tiirevi olan bir ilagtir (Sekil 1.9). Beyaz veya beyazimsi krem renkte, kokusuz, tadi
ac1 olan, suda az ¢ozilinen fakat seyreltik asitler, alkali hidroksitler ve karbonatlarinin

sulu ¢ozeltilerinde 1yi ¢oziinen bir tozdur (Kaya ve diger., 2007).

N/

O. ,0
\\S{(NJ% |

N CH
& 3

H-N
Sekil 1. 9 Siilfomerazinin yapisi

Stilfomerazinin patojen mikroorganizmalar iizerindeki etki mekanizmalar1 tam
olarak tespit edilmis olup bakterilerin iireme veya gelismesini engelledigi
kanitlanmistir. Uremesi duran bakteriler viicudun savunma sistemleri tarafindan yok
edilir. Siilfomerazin, bakterilerin 06zellikle gelisme donemlerinde daha etkindir

(Kayaalp, 2002; Kaya ve diger., 2007).

Bir¢ok mikroorganizmada niikleik asitlerin sentezinde rol oynayan bazi
enzimlerin faaliyeti folik aside baglidir. Bakteriler, folik asidi memeliler gibi
disaridan almayip kendileri sentezler ve folik asidin sentezlenebilmesi i¢in de para-
amino benzoik aside (PABA) ihtiyag duyarlar. PABA’min kimyasal yapisi
stilfonamidler ile biiyiik benzerlik gdsterdiginden ortamda yeteri kadar siilfomerazin
varsa PABA’nin yerini alir ve de bunun sonucunda folik asit sentezlenemez. Bylece
hiicrenin tiremesi durur ve siilfomerazin bakteriyostatik etki gostermis olur. Viicudun
savunma mekanizmasimin etkili olabilmesi i¢in siilfomerazinle yapilan tedavinin

yeteri kadar uzun silire devam etmesi gerekir (Arda, 1997; Droy, Goodrich, Lech ve

13



Kleinow, 1990; Kiligturgay, 1996; Kleinow, Beilfuss, Jarboe, Droy ve Lech, 1992;
Samuelsen ve Ervik, 1997).

1.3.1 Antibiyotiklerin Metabolizmast ve Endokrin Sistem Uzerine Etkileri

Antibiyotikler, viicuda uygulandiklar1 andan itibaren ¢esitli enzimlerin etkisine
maruz kalir ve birtakim kimyasal degisikliklere ugrar. Bu olaya ila¢ metabolizmasi
(biyotransformasyon) denir. Antibiyotiklerin insan ve hayvanlar tarafindan
kullanilmalar1 sonucunda yaklasik olarak %30 civarinda metabolize edilebildigi
goriilmustir (Gao, Munir ve Xagoraraki, 2012; Kiimmerer ve Henninger, 2003).
Biyotrasformasyon sonucu antibiyotiklerin ugradigi degisiklikle olusan daha etkili ya
da daha etkisiz bilesiklere o ilacin metaboliti denir. Antibiyotiklerin ¢ogu viicutta
birden fazla kimyasal reaksiyona maruz kalir ve bunun sonucunda birka¢ ¢esit

metabolit olusur (Kayaalp, 2009).

Antibiyotikleri metabolize eden enzimlerin viicutta bulundugu organa gore
miktarlar1 degisir. Karaciger, gerek cesit ve gerekse miktar bakimindan en fazla
enzim igeren organdir. Karacigerde bulunan ve biyotransformasyon acgisindan en
onemli enzimler, mikrozomal enzimlerdir. Ayrica karacigerin yaninda, akcigerler,
mide-barsak  kanali  mukozasi ve  bobreklerde de  antibiyotiklerin

biyotransformasyonu ger¢eklesir (Kayaalp, 2009).

Memelilerde siilfonamidlerin  esas metabolik yolu, hidroksimetabolitin
glukuronidasyonunu takip eden hidroksilasyon ve asetilasyon tepkimeleridir. Bu iki
tepkimenin gidis yolu birbirinden bagimsizdir. Gidilen yol prensip olarak
siilfonamidin molekiiler yapisina ve mevcut olan enzime baglhdir. Bunun disinda
ilacin dozu, yas, cinsiyet ve saglik durumu da gidis yolunu etkileyen faktorlerdir. Her
stilfonamid bilesigi degisik derecelerde de olsa, asetilasyon tepkimesine ugrar.
N4’deki asetillenme olay1 canli tiiriine gére de degisir. Kedi ve kopeklerde tepkimeyi
gerceklestiren N-asetil transferazin etkinligi zayif oldugundan, bu tepkimenin 6nemi
azdir. Bunun haricinde N4-asetilli metabolitlerin etkinligi yoktur ve sudaki

¢oOziiniirliikleri de zayiftir. Bu nedenle bobrek tiibiillerinde ¢okerek hasara yol
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acabilir. Stilfonamidler ve metabolitleri, genellikle glukuronik asit ve siilfiirik asitle

birlestirildikten sonra bobrekler yoluyla viicuttan atilir (Nizamlioglu, 1992).

Endokrin sistemin karakteristigi, kimyasal mediyatoriin spesifik bir hiicreden
sistemik dolagima salinmasidir. Sistemik dolagima salindiktan sonra hormon ya da
kimyasal mediyatdr farkli metabolik yollara girebilir. Kandaki hormonlarin biyolojik
yari-omrii, birka¢ dakikadan birkag¢ giine kadar degisebilir. Hormonal biyolojik yari-
Omiir, hormonlarin biyotransformasyon ve atilim hizlar1 gibi bazi faktorlerden
etkilenir. Biyolojik yar1 dmiirlerini etkileyen bir diger faktor, kandaki daha biiyiik
molekiillerle baglanmalar1 ya da kompleks olusturmalaridir. Hormonlarin kompleks
olusturduklar tasiyici proteinleri, onlarin sentezlendikleri bdlgeden tasinimini veya

hedef organa salinimini saglar.

Cesitli fizyolojik ve patolojik faktorler, hormonlarin transportunu degistirebilir.
Antibiyotikler gibi farmakolojik ajanlar, 6zellikle troid hormon transportunda
degisikliklere neden olarak troid fonksiyonunu bozabilir. Ornegin, protein—bagl iyot
ve T alim1 gibi bazi troid fonksiyon testleri, ¢esitli farmakolojik ajanlar (ilaglar) ve
steroid hormonlardan etkilenir. Kolestiramin gibi ilaglar T4 absorpsiyonunu bozar.
Stilfonamidler ve aminosalisilik asit gibi ilaclar plazma bagl iyot diizeyini diisiiriir
ve troid bezinin anyonik pompastyla iyot (**'T) alimmi azaltarak guatr ve miksédem
komasi gibi patolojik durumlara neden olabilir. Ayrica bazi antibiyotiklerin
steroidojenezin hiz siirlayict adiminda rol oynayan enzimlerin aktivitesi iizerine

etkili regiilator proteinlerin steroidojenezini bloke ettigi de bilinmektedir.

1.4 Veteriner ila¢ Olarak Kullanilan Antibiyotikler

Basta antibiyotikler olmak iizere veteriner ilaglari, iilkemiz ve diinyada hayvansal
gida iretiminin en gerekli ve etkili unsurlarindandir. Halen gida iiretiminde
kullanilan hayvanlarin yaklasik % 80’ine, yasamlarinin belli bir kisminda veya
bircok kez ilacla tedavi uygulanmaktadir (Pavlov, Lashev, Vachin ve Rusev, 2008).
Antibiyotikler ve diger veteriner ilaglari, ilk olarak 1950’lerde hastaliklar1 6nlemek

ve kontrol altina almak, ¢evresel degisimlerin, asilamanin ve diger uygulamalarin yol
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actig1 stres etkilerini ortadan kaldirmak ve biiylimeyi arttirmak i¢in hayvanlarin
yemlerine ve i¢gme sularina katilarak yem katkist olarak kullanilmaya baslanmistir
(Blasco, Pico ve Torres, 2007; Choi ve Ryu, 1987; Dafwang, Cook ve Sande, 1987;
Di Corcia ve Nazzari, 2002; Kabir , Umoh, Audu-Okoh, Umoh ve Kwaga, 2004;
Kaya ve diger., 2007; Sanli ve Kaya 2007; Filazi ve Glinding, 2009).
Antibiyotiklerin yaklasik %90°1 ¢iftlik hayvanlarinda kullanilir; kiimes hayvanlarinda
ise subterapotik derisimlerde verilir. Kullanim amaci c¢ogunlukla hastaliktan
korumadir, bir kismi da biliylimeyi destekler (Sawant, Sordillo ve Jayaro, 2005).
Veteriner hekimlikte en sik kullanilan antibiyotikler; beta-laktam grubu
antibiyotikler (sefalosporinler ve penisilinler), tetrasiklinler, siilfonamidler,
makrolidler, kloramfenikol, spektinomisin, linkozamid, nitrofuran, nitroimidazol,
polimiksin, trimethoprim, kinolonlardir (Chafer-Pericas, Maquieira ve Puchades,
2010). Antibiyotikler, hayvanlarda 6zellikle bobrek ve karaciger gibi yenilebilen i¢
organlar ile diger organ ve kaslarda birikim yapmakta (Takatsuki, Ushizawa ve
Shoji, 1987; Cordle, 1988), siit, yumurta ve bal gibi hayvansal iriinlere de
gecebilmektedir (Bertini, Fierrero ve Berny, 2003; Cordle, 1988; Parks, 1988; Sunay,
2006). Bu kalintilar, hayvanlara yiiksek dozda ilag¢ verilmesi, ayn1 zamanda yem ve
suyla ilag kullanilmasi ve geri ¢ekme siirelerine uyulmamasi sonucu olugsmaktadir.
Yanlis ilag (yontem, siire, ruhsat durumu vb.) uygulanan hayvanlarin uygulamanin
bitiminden sonra belli bir siire bekletilmeden kasaplik hayvan olarak kesilmesi ya da
bu kontrolsiiz uygulamalara maruz kalan hayvanlardan elde edilen siit, yumurta ve
bal gibi besinlerin tiiketilmesi ile halk sagligi olumsuz etkilenmektedir (Demir, 2004;
Pavlov ve diger., 2008; Tajick ve Shohreh, 2006).

Stilfonamidler, ucuz olmalar1 nedeniyle 6zellikle veterinerlikte bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan énemli bir antibiyotik sinifidir
ve insan tiiketimine sunulan yenilebilen {iriinlerdeki kalintilar1 tiiketicilerde ciddi
saglik sorunlarinin yasanmasina neden olur. Antibakteriyel kalint1 diizeyinin bir yil
icinde %0,20’den 9%0,30’a yiikseldigi belirlenmistir. Bu kalintilarin 6zellikle et
(s1gir, domuz, koyun, tavsan, tavuk), siit ve bal i¢in temel problem oldugu

belirtilmektedir (Azofra, Sarabia ve Ortiz, 2010).
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1.5 Kahnti Kaynaklar ve Kahntilarin insan Saghg Uzerine Etkisi

Hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, onlenmesi ve kontrolii ile biiylime, gelismenin
hizlandirilmasi amaciyla dogrudan enjeksiyon yoluyla veya oral yolla ¢esitli ilaglar
uygulanir. Uygulanan bu ilag ve diger kimyasal maddelerin bir kismi hayvanin doku
ve organlarinda birikir. Biriken veya depolanan degismemis metabolitler, parcalanma
irlinleri, serbest ya da bagli haldeki ilag veya kimyasal madde miktar1 kalint1 olarak
adlandirilir (Kaya ve Unsal, 2007). Doku ve organlardaki tolerans diizeyinin
tizerindeki tiim kalintilar toksikolojik 6nem tasirlar ve tehlikeli kabul edilirler (Kaya,

Piringci ve Bilgili, 2002).

Antibiyotiklerin yari-Omiirleri farklidir ve bazilar1 oldukga kalicidir (Daughton ve
Ternes, 1999); bundan dolay1 kontaminasyon diizeyleri de giderek artmaktadir. Bu
nedenle, antibiyotikler gibi farmasotik kimyasallar inat¢1 biyoakumulatif bilesikler
olarak smiflandiriimaktadir (Chen ve Zhou, 2014), Son yillarda ise antibiyotikler
toksik ve tehlikeli kimyasallar olarak kabul edilmektedir (Hartmann, Alder, Koller ve
Widmer, 1998; Lee, Lee ve Ryu, 2001; Wollenberger Halling-Serensen ve Kusk,
2000). Antibiyotiklerin tamamen metabolize olamamasi ve viicuttan tamamen
atilamamasina bagli olarak hayvanlarin doku ve organlar ile hayvanlardan elde
edilen gidalarda antibiyotik kalintis1 bulunabilmektedir (Kaya ve Sahal, 1989;
Mussman, 1975). Ilag kalmtilar1 insanlarda doku ve organlarda hasara ve anafilaktik
soktan Oliime kadar degisen siddette etkilere yol acarken en sik meydana gelen
reaksiyonlar ise alerjik reaksiyonlardir. (Gustafson ve Bowen, 1997). Antibiyotik
kalintilarinin insanlar iizerinde yaptigi olumsuz etkilere penisilinlerin kizariklik,
urtiker ve ileri diizeyde anaflaktik sok olusturmasi, kloramfenikoliin geri
doniisiimsiiz kan anomalilerine yol agmasi, siilfametazinin tiroid hiperplazisi
sekillendirmesi ve direngli suslarin olusumuna yol agmalar1 gibi etkileri 6rnek
verilebilir (Erol, 2007). Bunun yan sira, ¢evredeki toprak ve su kaynaklaria ulagan
bir kisim antibakteriyel ila¢ da algler, toprak omurgasizlari, baliklar ve bitkiler
tizerinde degisik toksik etkiler olusturabilmektedir (Chander, Kumar, Goyal ve

Gupta, 2005; Thiele-Bruhn ve Beck, 2005).
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1.6 Maksimum Kalinti Limitleri ( MRL)

Insan ve hayvan yiyecegi olarak kullanilan iiriinler iizerinde bulunmasina izin
verilen kalinti miktarina maksimum kalinti limiti (MRL) denir. Bu terim, gidalarla
birlikte alnabilecek ila¢ kalintilar1 ve onlarin metabolitlerinin saglik agisindan
herhangi bir riske neden olup olmadiginin izlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Yibar ve
Soyutemiz, 2013). Eger bir veteriner ilag i¢in belirlenmis bir MRL yok ise bu
durumda bu ilacin kalintisinin s6z konusu gida maddesinde hi¢ bulunmamas1 gerekir
(Sunay, 2006). Avrupa Birligi’nce (AB) sigir etlerinde bulunmasina izin verilen
maksimum siilfonamid kalint1 limiti Tiirkiye, Kanada, ABD ve Cin’de 100 pg/kg ve
Japonya’da 20 pg/kg’dir (Orug, Cengiz, Bagdas ve Uzunoglu, 2007).

Her bir antibiyotik simifi i¢in farkli MRL gereksinimleri vardir, bu da onlarin
tayinini daha karmasik hale getirir. Bu nedenle gidalarda antibiyotiklerin dogru ve

hizl1 bir sekilde kalitatif ve kantitatif tayinine acil gereksinim vardir.

1.7 Kahnt1 Tayinin Onemi

Besinlerdeki veteriner ila¢ kalintilarindan kaynaklanabilecek zararli etkilere karsi
insan saglhiginin korunabilmesi i¢in en dnce yapilmasi gereken, bilimsel bir kalinti
izleme ve degerlendirme modelinin gelistirilerek etkili bir big¢imde uygulanmasidir.
Boylece hem halk sagligi korunur hem de besin endiistrisi ve tiiketiciler i¢in hayati
oneme sahip bilgilere ulasilir. Ayrica boyle bir izleme ve kontrol programina sahip
olan {ilkelerin ihrag ettikleri besinlerin giivenli olduklarina inanilir ve bu da o iilkeye
uluslararasi ticaret yoniinden 6nemli kazanglar saglar. Besin degeri olan hayvanlarda
mutlaka ulusal otoritelerce tescil edilmis, ruhsath, kullanim ve depolama sekilleri
belirlenmis veteriner ilaglart ve yetistiricilik tirtinleri kullanilmalidir. Veteriner
ilaclarmin hayvanlarda bilingli ve kontrollii kullanimi1 saglanarak, hayvansal kaynakli
besin maddelerinin ila¢ kalintilariyla kirlenme tehlikesi en aza indirilebilir. Bu
nedenle bilimsel ve yasal denetime esas olusturacak sekilde, kalintilarin ve zararinin
azaltilmasi i¢in alinmasi gereken oOnlemler tam olarak uygulanmalidir (Baydan,

1989). Hayvanlara uygulanacak en yiiksek ila¢ dozlari, tedavi siireleri, son ilag
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uygulamasini takiben kesilmeme siiresi veya bu hayvansal besinlerin tiiketilmeme
stireleri bilinmelidir. Ayrica hayvansal besinlerde bulunmasina izin verilen kalinti
miktarlari, kabul edilebilir giinliik alim miktarlari, ¢ogu deney sistemlerindeki etkisiz

miktarlarinin belirlenmesi ve bilinmesi gerekmektedir (Kaya ve diger., 2002).

1.8 Antibiyotik Kalintilarinin Analizinde Kullanilan Yontemler

Hayvansal iirlinlerde bulunan antibiyotik kalintilarinin, insan saghig: iizerindeki
istenmeyen etkilerinden dolayi, hayvansal dokularda analizlerinin yapilmasi giderek
onem kazanmaktadir (Temamogullar1 ve Kaya, 2010). Hayvansal besinlerin
antibiyotik kalintilarindan arindirilabilmesi icin uygulanmasi gereken “’yasal
bekletme siiresi’’, ilagla tedavinin durdurulmasi ve besinlerde bulunmasina izin
verilen kalinti miktar1 sinirlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler, gida
giivenligi ve toplum saglhg yoniinden yapilan c¢aligmalara Onemli katki
saglamaktadir (Booth ve Harding, 1986). Kalinti analizlerinde kullanilan c¢esitli

metotlar asagida verilmistir.

1. Mikrobivyal Inhibisyon Analizleri

Giivenilir, az maliyetli ve basit olmalar1 gibi avantajlar1 bulunan mikrobiyal
inhibisyon analizleri, numunedeki duyarli bir organizma (0rnegin; bakteri) ve
antibiyotik arasinda 6zel bir reaksiyona bagli olarak gerceklesen kalitatif veya yari
kalitatif metotlardir. Immiinolojik ve enstriimental analizlere kiyasla mikrobiyolojik
testler, antibakteriyel aktiviteye sahip her bir antibiyotik veya metaboliti belirleme
ozelligine sahiptir (Picd ve Barceld, 2008). Bu testlerin en biiylik dezavantaji ise,

spesifik olmayis1 ve bazi zamanlarda uzun inkiibasyon zamanlar1 gerektirmesidir.

2. Immiinolojik Yontemler

Kimyasal metotlara gére ¢ok daha ucuz, calisma asamalar1 kolay, otomasyon ve
organik maddelerin daha az kullanilmasi gibi avantajlar1 bulunan immiinolojik

yontemler, gidalardaki kontaminantlar hakkinda genis bilgi verebilen yar1 kalitatif
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metotlardir ve antikor ve antijen arasindaki 6zel bir reaksiyona bagli olarak
gerceklestirilir (Meng ve Xi, 2011). Genelde enzim bagli immiinosorbent yontemi
(ELISA) veya enzim-immiinolojik test (EIA) olarak tanimlanan bu testler, fiziksel ve
kimyasal testlerle karsilastirildig1 zaman nispeten daha kolay, daha hizli1 ve daha ¢ok
ornekle calisilan testlerdir (Schneider ve diger., 1994). Hedef molekiile 6zel
gelistirilmis antikorlarin kullanilmasindan dolayr yiiksek spesifiteye sahip ve son
derece hassas bir metod olan ELISA analiz sonuglarinin giivenilirligi yiiksektir,
ayrica kolay numune hazirlama yontemleri icermesinden dolayr bu metodla kisa
zamanda ¢ok sayida numunenin farkl: ila¢ kalintilart i¢in analizi miimkiindiir; ancak

maliyeti yiiksek analizlerdir (Wang, MacNeil ve Kay, 2011).

3. Biyosensdrler

Bir biyosensor, biyolojik algilayici (biyoajan) elementin segiciligi ve hedef
analitin  konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal {reten doniistiiriicliniin
kombinasyonundan olusan bir cihazdir. Herhangi bir mikroorganizma, organizma,
enzim ya da diger biyolojik yapilar indikatér veya ornek olarak kullanilabilir.
Biyoajanin analit ile etkilesimi sonucu olusan fizikokimyasal sinyal, proton
konsantrasyonundaki degisimden, amonyak ve oksijen gibi gazlarin salinmasindan,
151k emisyonu, absorbsiyon, 1s1 emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi
degisimlerden kaynaklanir (Wang ve diger., 2011). Biyosensorler, et ve siit
tirlinlerinde ila¢ kalintilari, hormonlar, antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi ve
gidaya bulasan cesitli mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Yiiksek secicilik ve hizli cevap siiresi kromotografik yontemlerle karsilastirildiginda

biyosensorlerin iki avantajli yonii olarak ifade edilebilir (Wang ve diger., 2011).

4. Kromotografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin biri sabit digeri hareketli faz
olmak iizere birbirine karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi
yontemidir. Yiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi, kantitatif

tayinlere kolay uyarlanabilir olmasi, sicaklikla kolayca bozunabilen ve ugucu
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olmayan tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi, gibi avantajlari nedeniyle antibiyotik
kalint1 analiz teknikleri arasinda en yaygmn olarak kullanilan kromatografik
yontemlerden biridir. Sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve toplumun ilgili oldugu
niikleik asitler, karbohidratlar, proteinler, aminoasitler, pestisitler ve antibiyotikler
gibi bilesiklere karsi olan uyarlanabilirligi ise en 6nemli Ozelliklerinden birisidir.
HPLC’nin diger tekniklere gore avantajlari, hizli analiz saglamasi ve yiliksek ayrim
giicline sahip olmasi, 6rnek madde gereksiniminin az olmasi, otomasyona uygun
olmasi, siirekli akis dedektorleri sayesinde kii¢lik miktar maddelerin tayinine olanak
saglamas1 ve yiiksek i¢ basing ve kontrollii akis hizinin saglanabilmesi olarak
siralanabilir. Bunun yami sira ¢ok duyarli ve secici olmasi nedeniyle siklikla
kullanilan HPLC analizleri, ayn1 zamanda oldukc¢a zahmetli, yorucu ve pahali

analizlerdir (Wang ve diger., 2006).

1.8.1 Kalinti Analizi Oncesi Numune Hazirlama

Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava
gibi cevresel Ornekler ile gida ve farmasotik {iriinler gibi diger numuneler, genellikle
aranan madde disinda birgok bilesenin yer aldigir karmasik bir matriks igerir. Bu
nedenle 0rnek hazirlama; 6zellikle yliksek basingli sivi kromatografi (HPLC), gaz
kromatografi (GC) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde uygulanmasi
gereken ¢ok Onemli bir basamaktir. Analiz Oncesi yapilmasi gereken Ornek
hazirlama, ¢ogu zaman zor, pahali ve uzun siiren bir islemdir. Yillardan beri en sik
kullanilan Ornek hazirlama yontemi olan sivi-sivi ekstraksiyon yontemi, fazla
miktarda ¢6ziicli harcanmasi, ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon faz olusmasi, gerekli
safliga sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi, ¢dOziiciilerin yeterince
uzaklastirilamamasi ve duyarlh kantitatif sonuclar elde edilememesi gibi istenmeyen
durumlara da neden olabilmektedir (Rosenfeld, 1999). Bu konuda, o6zellikle
kromatografik sistemlerle ¢aligan 152 arastirict ve uygulayicr ile yapilan bir anket
calismasinda, Ornek hazirlama yonteminin se¢iminde numunenin 6zelligi baslica
etken olmakla birlikte, kolay uygulanabilir ve ucuz olmasinin da énemli rol oynadigi
belirlenmistir. Ayn1 anket ¢alismasinda arastirmacilarin 39 farkli 6rnek hazirlama

yontemini (diyaliz, ultrafiltrasyon, liyofilizasyon..vb.) kullandiklar1 tespit edilmistir.
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Ancak kromatografik analizler dncesinde genellikle tek bir 6rnek hazirlama teknigi
yeterli olmamakta, bu yontemlerden birden fazlasinin kullanilmasi gerekmektedir.
Klasik olarak analizden 6nce, sivi-sivi ekstraksiyonu, bunu takiben ugurma ve uygun
¢oOziiclinlin eklenerek tekrar seyreltilmesi islemleri bir arada uygulanmaktadir
(Majors, 2001). Omnek hazirlama isleminin basitlestirilmesi, zaman kaybmin
Onlenmesi ve analiz maliyetinin azaltilmasi amactyla, 1970’li yillarin ortalarinda
klasik metotlara alternatif olarak yeni bir teknik olan kati1 faz ekstraksiyon metodu
(KFE) kullanilmaya baglanmistir (Pichon, 2000; Poole, Gunatilleka ve Sethuraman,
2000). Giiniimiizde en etkili 6rnek hazirlama yontemlerinden olan KFE, 6zellikle ilag
ve diger farmasotik maddelerin analizinde en fazla kullanilan yontemlerin basinda
gelmektedir (Hennion, 1999; Stevenson, 2000; Liljegren, Pettersson, Markides ve
Nyholm, 2002).

KFE yontemi, sivi-sivi ekstraksiyonundaki gibi birbirine karismayan iki siv1 faz
yerine, analitin bir sivi (Ornek ortami) ve bir kati (adsorban) faz arasindaki
dagilmasini igermektedir. Bu teknik, analitlerin ¢dzeltiden adsorpsiyon ile bir kati
adsorban iizerinde zenginlestirilmesine ve saflastirilmasina olanak saglar. Temelde
bu yontem, s1vi 6rnegin kartus, recine ya da bir disk gibi analitleri tutan bir kolondan
gecirilmesi ve daha sonra tutunan analitlerin uygun bir ¢6ziicii ile geri kazanilmasini

icermektedir. Bu yontemi dort basamakla 6zetleyebiliriz.

1. Birinci basamak, kat1 adsorbanin uygun bir ¢oziicii (hekzan, kloroform, metanol
gibi) kullanilarak yikanmasidir. Bu basamak, dolgu maddesinin 1slanmasini ve kati
adsorban {lizerinde bulunabilecek kirliliklerin uzaklastirilmasint saglar. Daha sonra
adsorban fonksiyonel gruplarinin etkinlestirilmesi i¢in uygun ¢oziicii ile sartlandirilir.
Polar tutucu maddeler apolar ¢oziiciilerle apolar tutucu maddeler ise polar

¢oOziictilerle sartlandirilmaktadir.

2. Ikinci basamak, kat1 adsorban ile 6rnegin etkilestirilmesidir.

3. Ugiincii basamakta, adsorban ile etkilesime girmeyen matriks bilesenlerini

uzaklastirmak amactyla uygun bir ¢oziicii ile yikama yapilir.
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4. Dordiincii basamakta ise uygun bir desorpsiyon ajani ile adsorban yiizeyinde

tutunan 0rnegin ayrilmasi saglanir.

Sekil 1.10 ve 1.11°de kolon tipi adsorpsiyon ¢aligsmasi 6rnek olarak verilmistir.

Ommek haznesi —t{==

"l'-—._.___‘_\_‘_
Asdsorban vatag ——> Diskler
b e o

\ 4— Toplama ucu

Sekil 1.10 Adsorpsiyon kolonunun yapisi (Yavuz ve Aksoy, 2006)

gk §s

sartlandirma ornegin uygulanmas:
-
-
-
yikama desorpsiyon
analit e istenmeyen bilesenler

Sekil 1.11 Kolon tipi adsorpsiyon yontemi ile maddelerin ayrilma sekilleri
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KFE metodunun diger Ornek hazirlama yontemlerine, 0Ozellikle sivi-sivi
ekstraksiyonuna kiyasla daha fazla tercih edilmesinin nedenleri ve dnemli avantajli

yonleri su sekilde 6zetlenebilir:

¢ KFE metodu klasik sivi-siv1 ekstraksiyon yontemine gore 2-3 kat daha hizli sonug

verir ve boylece 6rnek hazirlama siiresinin oldukg¢a kisalmasini saglar.

e KFE, cok pratik ve tiim laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir bir metottur

(Majors, 2002; Yavuz ve Aksoy, 2006).

e Daha az ¢oziicii ve ayira¢ madde kullanilmasindan dolayr daha ekonomik bir

ornek hazirlama yontemidir.

e Geri kazanim orani yiiksektir ve istenilen yogunlukta 6rnekler elde edilebilir. En
az diizeyde ornek transferi yapildigindan yiiksek desorpsiyon ile yiiksek yogunluk ve
saflikta 6rnekler elde edilebilmektedir (Majors, 2002; Yavuz ve Aksoy, 2006).

e Ornek, adsorban ve coziiciiler arasinda capraz bulasma riski diisiik oldugundan

yiiksek dogrulukta sonuglar alinabilir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

e (oziici ve orneklerin az miktarlarda kullanilmasindan dolay1 zehirli maddelerle
temas daha azdir ve ayrica daha az cam malzeme kullanilmasi nedeniyle analizi
yapanlar icin olduk¢a giivenli bir metottur. Ayrica cevreyi kirletme riski daha

diisiiktiir (LeBlanc, 2001).

Cok sayida Ornegin ayni anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak

saglayacak sekilde ¢ok kolay otomasyon saglanabilir (LeBlanc, 2001).
Adsorpsiyon metodunun gelistirilmesinde kati sorbent se¢imi biiyilk Onem

tagimaktadir. Sorbentlerde bulunmasi1 gereken baslica oOzellikler su sekilde

Ozetlenebilir:
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e Ornek matriksine kars1 duyarh
e Tekrar kullanilabilir

e Kolay elde edilebilir

¢ Genis ylizey alan1

e Yiiksek kapasite

e Hizl ve kantitatif adsorpsiyon ve desorpsiyon

Kati faz olarak kullanilan maddeler organik ve inorganik olmak {izere ikiye
ayrilir. Silika (SiO;), alimina (Al,O3), magnezya (MgO), magnezyum silikat
(MgSiO3) inorganik adsorbanlara Ornek olarak verilebilir. Organik adsorbanlar
polimerik ve polimerik olmayan olarak ikiye ayrilir. Polimerik olmayan adsorbanlara
karbon ve naftalin 6rnek olarak verilebilir. Dogal ve sentetik olmak {izere ikiye
ayrilan polimerik adsorbanlara kitosan, agaroz, polimetilmetakrilat, divinilbenzen,
vinil piridin 6rnek olarak verilebilir. Polimerik adsorbanlar daha ¢ok tercih edilir.

(Kinsella ve diger., 2009).

1.9 Afinite Sorbentleri

Afinite kromatografisi, destek materyali lizerine tutuklanmis ve yiiksek tanima
kapasitesine sahip bir ligand molekiilii ile biyolojik molekiil arasinda ortaya ¢ikan ve

kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanir (Ginsburg ve McCarty, 2001).

Ligand olarak isimlendirilen molekiiler tanima kapasitesine sahip bir molekiil,
uygun ¢oziinmeyen genellikle polimerik bir kiire ya da membran yapida olan bir
destek materyali lizerine immobilize edilir (Zhang ve Yew, 2009) . Ligand, hedef
molekiile spesifik ve tersinir olarak baglanmali ve destek materyaline baglanmaya
izin verecek fonksiyonel gruplar (6rnegin, -NH,, - COOH, -CHO, -SH ve —OH gibi)
icermelidir. Izole edilmek istenen molekiil, matriks iizerine immobilize edilmis
ligand tarafindan kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon islemi
ile ayristirilir. Daha sonra, pH, iyonik siddet veya sicaklik ayarlanarak, uygun

eluentlerin kullanildigi desorpsiyon kosullar1 altinda ligand ile hedef molekiil
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arasindaki kovalent olmayan etkilesimin bozulmasi sonucu hedef molekiil saf olarak

elde edilir (Turkova, 1993)(Sekil 1.12).

A

z Yikama
Dresorpsiyon

a_- gzlicli tampon ile
g_‘) {rﬂponde

Sekil 1.12 Afinite sistemin sematik gdsterimi

Boyalar (Yilmaz, Bayramoglu ve Arica, 2005), metal selatlar (Porath, Carlsson,
Olsson ve Belfrage, 1975) ve aminoasitler (Guo, Shang, Yu ve Zhou, 1997) afinite
kromatografi yonteminde pseudobiyospesifik ligand olarak kullanilmaktadir.
Pseudobiyospesifik ligandlar, giliclii kimyasal sartlara ve yliksek sicakliklara karsi
kararlidir. Bu ligandlar, diisik maliyete ve baglanma sabitlerine (10*-10° M) sahip
olmalarina ragmen elektrostatik, hidrojen bagi ve Van der Walls etkilesimlerinin
toplam etkisi sonucu olarak yiiksek secicilik gosterirler (Finger, Thommes, Kinzeld

ve Kula, 1995; Pitiot, Legallais, Darnige ve Vijayalakshmi, 2000).

Bu teknikte, en 6nemli parametre kullanilacak destek materyalinin se¢imidir. Bu
nedenle destek materyali, kullanildigi ortamda ¢Oziinmez yapida, yiliksek yiizey
alanina sahip uygun ve saglam bir partikiil formunda, mekanik ve kimyasal olarak
kararli, ligandin baglanabilmesi i¢in hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel
gruplara sahip, mikrobiyal ve enzimatik bozulmaya karsi dayanikli ve hidrofilik

karakter sergileyebilmelidir. Ayrica, kromatografik yiirlitme esnasinda yapisinda
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hicbir biiziilme veya sisme olmamalidir (Wu, Suen, Chen ve Tzeng, 2003). Bir
kromatografik destek materyali tasarlandigi zaman, farkli gereksinimler
diistiniilmelidir. Kromatografik ayrim, ayirma ortaminin kimyasal yapisi ile kontrol
edilir, bununla birlikte gozeneklilik, sertlik gibi diger oOzellikler de iyi bir
kromatografik ayrimin saglanmasi icin biiyiik 6neme sahiptir (Paredes, Gonzalez,

Rendueles, Villa-Garcia ve Diaz, 2003).

Sentetik polimerik destek materyalleri yiiksek kimyasal ve mekaniksel kararliliga
sahip olmalar1 ve hazirlanmalar1 esnasinda kontrol edilebilen yapisal ozellikler
sergilemeleri nedeniyle kromatografik ¢alismalarin ilgi odagi olmustur (Ktacalikova,
Tishchenko ve Bleha, 2006). Sentetik polimerler arasinda yer alan metakrilat temelli
destek materyalleri hem asidik hem de bazik kosullar altinda kararlidir ve bir dizi
basit reaksiyon ile kolaylikla fonksiyonlandirilarak yiiksek kapasitede amin ve
karboksil gruplar1 tasiyan sabit fazlar hazirlanmasina olanak sunarlar (Paredes ve
diger., 2003). Bu materyaller, mikrobiyal degredasyona kars1 dayanikli uzun émiirlii
polimerlerdir. Afinite kromatografisinde kullanilan destek materyalleri kiire, ¢cubuk
veya membran yapida hazirlanabilir. Kromatografik yontemlerle proteinlerin
saflastirilmast i¢in kiire geometrisine sahip adsorbentler siklikla kullanilmaktadir
(Arica, Akyol ve Bayramoglu, 2008; Bayramoglu, Ekici, Besirli ve Arica, 2007).
Bunun yani sira, kolay geri kazanim, kararlilik ve giiglii fiziksel ve kimyasal
ozellikler, diisiik maliyet, Ustiin biyolojik uyumluluk ve aktif fonksiyonel grup
cesitliligi afinite sorbentlerine biyoteknolojik uygulamalarda avantajlar sunar
(Frenzel, Bergenmann, Kohl ve Reinard, 2003). Organik kdkenli dogal ya da sentetik
polimerik materyaller hedef uygulamalara gére hazirlanabilmeleri, fonksiyonel grup
cesitliligi ve gozenekli ya da gozeneksiz olarak hazirlanabilmeleri nedeniyle destek
materyali olarak kullanimlar tercih edilmektedir (Bayramoglu ve Arica, 2008; Guo,

Bai ve Sun, 2003).
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1.10 Cahismanin Amaci

Bu c¢alismada, hayvansal gidalardaki siilfomerazin kalintisinin uzaklastirilmasina
ve tayinine yonelik afinite sorbentinin hazirlanmasi ve uygulanmasi amag¢lanmaistir.

Bu amagla sirasiyla su yollar izlenmistir:

1. Antibiyotik uzaklastirma ve tayini amaciyla kullanilmak {izere p(EGDMA-
MATrp) afinite sorbenti sentezlenmistir. Sentezlenen materyal, fourier transform
infrared spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve sisme

deneyleri ile karakterize edilmistir.

2. Sitilfomerazin sentezlenen afinite sorbenti ile zenginlestirilerek HPLC’de kantitatif

analizi gergeklestirilmistir

3. PEGDMA-MATrp) afinite sorbenti {izerine siilfomerazinin adsorpsiyon
kosullarinin optimizasyonu amaciyla siire, derisim, sicaklik, sorbent miktari, pH ve

iyon siddeti gibi parametrelerin adsorpsiyona etkisi incelenmistir.

4.Adsorplanan stilfomerazinin geri kazanimina yonelik desorpsiyon islemi icin
uygun desorpsiyon ajani1 belirlenmis ve sorbentin tekrar kullanilabilirligi

incelenmistir.

5.Hazirlanan p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri, siit ve yumurta gibi hayvansal

gida orneklerindeki siilfomerazinin adsorpsiyonuna uygulanmaistir.
6.Belli konsantrasyonlardaki siilfomerazin, gida 6rneklerine ilave edilmis, ardindan

adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri gerceklesirilip yontemin dogrulugu kontrol

edilmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL VE METOT

2.1 Reaktifler

Etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) Merck’ten (Darmstadt, Germany) temin
edilmistir. Metanol (MeOH ) ve asetonitril (ACN), HPLC saflikta olup Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan sulfamerazin (SMR)
%97-99,7 saflikta olup Fluka (Buchs, Switzerland) firmasindan temin edilmistir.
Caligilan antibiyotigin formiilii Sekil 2.1°de, pKa degerleri Tablo 2.1°de verilmistir.
Potasyum persulfat (KPS) Sigma-Aldrich’ten (Buchs,Switzerland); polivinil alkol
(PVAL; Mw:100.000, 98% hidrolize) Aldrich’ten (Aldrich Chem. Co.(USA) temin
edilmistir. N-metakriloil-L-triptofan metilester (MATrp) monomeri, Uludag
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Doc. Dr. Bilgen Osman’dan
temin edilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktadir. Denemelerde
kullanilan su, Millipore ultra saf su cihaz1 [Millipore Corporation (France) Elix 5®
reverse osmos tnitesi, elektrodeiyonizasyon (E.D.I) modiili (Elix ® 5 Water
Purification System), organik/kolloid wuzaklastirici iyon degisim sistemi] ile
tretilmistir.

N7

O. O
%S/(NJ\ ‘

N~ CH;
H
H,N
Sekil 2.1 Siilfomerazinin (SMR) agik yapist

Tablo 2.1 Siilfomerazinin pKa degerleri

Antibiyotik pKa

SMR 2,01; 6,99
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2.2 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Deneyde kullanilan cihazlar

Malzeme / Cihaz

Marka

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

( HPLC ) Cihaz1

Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000 LC sistem (diode array dedektor,

oto-ornekleyici, kolon firini)

pH-metre

Selecta pH 2001

Santrifiij Cihazi

Hettich- ZENTRIFUGEN

Vorteks

Heidolph

Saf su cihazi

Milli-Q plus system, Millipore Bedford,
MA, USA

2.3 P(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Sentezlenmesi

P(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri, Osman ve grubunun ¢alismasina gore asagida

belirtildigi gibi siispansiyon polimerizasyonuyla hazirlanmistir (Osman ve diger.,

2013). Etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) ve N-metakriloil-L-triptofan metilesterin

(MATrp), siispansiyon ig¢inde sirasiyla AIBN ve polivinil alkoliin baglatici ve
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sabitleyici olarak kullanilmasiyla polimerlestirilmistir. Poli(EDGMA MATrp)

mikrokurelerin reaksiyon semasi agsagida verilmistir (Sekil 2.2).

H
o N
OE f — -

HN x CH,

CHs o)
MATrp
0 CHo—1+—CHy———————————
—ch)ﬁ( \/\OJ\/ 2 2
— 0 CHj
+
L ] n
CH, 0 0 NH
(0]
)ﬁ( \/\O)k( Poli(EGDMA-MATrp) HNT N 0
0 CH, i

EGDMA “CH,

Sekil 2.2 Poli(EDGMA MATrp) sentezine ait reaksiyon semasi

0,01 mmol polivinil alkol 50 ml saf su i¢inde ¢oziilerek sabit faz hazirlanmistir.
Dagilim fazinin hazirlanmast i¢in de 26,5 mmol EGDMA, 10 mL toluen ile oda
sicakliginda 15 dakika karistirilmistir. Toluen polimerizasyon reaksiyonuna seyreltici
ve gozenek bigimlendirici olarak eklenmistir. Sonra, komonomer (MATrp; 4 ml) ve
yaklasitk 0,40 mmol AIBN ilave edilmis ve karistmin kapali bir silindirik
polimerizasyon reaktdriinde manyetik olarak (400 rpm) karistirilmasiyla organik faz
sulu ortamda dagitilmistir. Reaktdrde bulunan igerik 65 °C’de 4 saat sureyle 1sitilmis
ve polimerizasyon, 85°C’de 8 saat boyunca 600 rpm hizla karistirmak suretiyle
tamamlanmistir. Elde edilen mikrokiireler, tepkimeye katilmayan monomer ve
¢oziiciileri uzaklastirmak i¢in su ve etanol ile yikanmis ve daha sonra etiivde 50°C’de

kurutulmustur.

2.3.1 p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

MATrp monomeri ve p(EGDMA-MATTrp) mikrokiirelerin FTIR analizleri, ATR

ornekleme probuna sahip FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer spectrum 100 FT-

IR spectrometer) ile gerceklestirilmistir.
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P(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin su alim orani sigsme testleriyle saptanmistir.
Deney asagida belirtildigi gibi uygulanmistir. ilk olarak, kuru mikrokiireler vial
icinde 50 mL saf suya yerlestirilmeden 6nce dikkatlice tartilmistir. Vial, 2 saatlik
siireyle sabitlenmis sicakliktaki (25 + 0,5°C) izotermal su banyosuna konmustur.
Mikrokiire 6rnegi sudan alinmus, filtre kagidiyla kurulanmis ve tartilmigtir. Kuru ve

1slak mikrokiire drneklerinin agirlik oranlar kaydedilmistir.

Mikrokiirelerin ylizey morfolojisi ve i¢ yapisi taramali elektron mikroskobuyla

(SEM) (JEOL, JEM 1200EX, Tokyo, Japonya) gozlemlenmistir.

2.4 Siilfomerazinin Adsorpsiyonunun Optimizasyonu

Stilfomerazinin en yiiksek kapasitede adsorpsiyonunu saglamak amaci ile siire,
derisim, sicaklik, sorbent miktari, pH etkisi ve iyon siddeti gibi parametrelerin

optimizasyonu kesikli sistemde ger¢eklestirilmistir.

2.4.1 SMR Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

SMR adsorpsiyonu iizerine siirenin etkisini belirlemek amaciyla 10 ml 50 ppm
siilfomerazin ¢ozeltisi ve 0,1 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri iceren 6 adet
deney tiipii sirastyla 30-45-60-90-120-180 dk siireyle 25°C sicaklikta 225 rpm hizla
calkalayicida c¢alkalanmis ve siire sonunda ornekler 5 dk 5000 rpm hizla
santrifiijlenerek SMR derisimleri belirlenmistir. Adsorplanan SMR miktar1 asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmstir:

__ Cbaslangigc—Cson

Q xV

m

Bu esitlikte, Q, gram sorbent basina adsorplanan SMR miktarin1 (mg/g); Coaglangics
baslangic SMR derisimini (mg/L); Cson, adsorpsiyon sonrasi belirlene SMR
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derisimini (mg/L); m, kuru sorbent agirligini (g); V ise adsorpsiyon hacmini (L) ifade

eder.

2.4.2 SMR Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin Etkisi

Sorbent miktarinin adsorpsiyon {izerindeki etkisini degerlendirmek {iizere
sentezlenen p(EGDMA-MATrp) afinite sorbentinin; 0,05; 0,1 ve 0,2 g miktarlari
tizerine 10 mL 50 ppm siilfomerazin g¢ozeltileri eklenerek 90 dk siire ile 25°C
sicaklikta 225 rpm hizla calkalayicida ¢alkalanmis ve sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla

santrifiijlenerek SMR miktarlar1 belirlenmistir.

2.4.3 SMR Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Derigimin adsorpsiyon fiizerindeki etkisini degerlendirmek tizere 0,5-300 ppm
derisim araligindaki siilfomerazin c¢ozeltileri hazirlanmis ve her birine 0,1 g
p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri eklenmistir. Her bir tiip 90 dk siire ile 25°C
sicaklikta 225 rpm hizla galkalayicida ¢alkalanmis ve sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla

santrifiijlenerek SMR miktarlar1 belirlenmistir.

2.4.4 SMR Adsorpsiyonuna Sicaklhik Etkisi

Sicakligin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 10 ml 50 ppm
stilfomerazin ¢ozeltisi ve 0,1 g p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri iceren 5 deney
tiipli ayr1 ayr sirastyla 5-45°C sicaklik araliginda 90 dk 225 rpm hizla ¢alkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla santrifiijlenerek SMR miktarlar

belirlenmistir.

2.4.5 SMR Adsorpsiyonuna pH ’in Etkisi

pH’1n adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek {izere siilfomerazinin pKa
degeri dikkate alinarak, 50 ppm siilfomerazin ¢ozeltileri olusturulacak sekilde 10

mL’lik pH’1 3,0; 5,0; 7,0; 8,0 ve 9,0 olan test ¢ozeltileri ile ¢alisilmistir. Her birine
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0,1 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri eklenerek 90 dk siire ile 25°C sicaklikta 225
rpm hizla c¢alkalayicida calkalanmis ve sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla
santrifiijlenerek SMR miktarlar1 belirlenmistir. Kullanilan tamponlar asagidaki gibi

hazirlanmustir.

0.1 M Sitrat Tamponu (pH 3.0): 0,3129 g sodyum sitrat ve 0,30176 g sitrik asit saf

suda ¢6ziillip hacmi 25 mL’ye tamamlanmustir.

0.1 M Asetat Tamponu (pH 5,0): 15 mL 0,1 M asetik asit ve 10 mL 0,1 M sodyum

hidroksit karistirtlmistir.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH 7.0; 8.0): 0,1681 g potasyum bifosfat ve 0,2089 g

potasyum fosfat saf suda ¢oziilmiis ve hacmi 25 mL’ye tamamlanmustir.

0.1 M Borat Tamponu (pH 9.0): 0,1545 g borik asit saf suda ¢6ziilmiis 0,1 M NaOH

ile pH 9’a ayarlanmis ve hacmi saf su ile 25 mL’ye tamamlanmistir.

2.4.5 SMR Adsorpsiyonuna fyon Siddetinin Etkisi

Iyon siddetinin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 50 ppm
siilfomerazin ¢ozeltisi olusturacak sekilde 10 mL’lik 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 ve 1,0 M NaCl
cozeltileri hazirlanmistir. Her birine 0,1 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri
eklenerek 90 dk siire ile 25°C sicaklikta 225 rpm hizla calkalayicida ¢alkalanmis ve
sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla santrifiijlenerek SMR miktarlar1 belirlenmistir.

2.5 Desorpsiyon
P(EGDMA-MATrp) afinite sorbenti {izerinde adsorplanmis olarak bulunan
stilfomerazinin etkin desorpsiyonunu saglamak amaciyla, farkli desorpsiyon

ajanlanyla ¢alisilmistir (Tablo 2.3). Belirlenen desorpsiyon ajani ile farkl stirelerde

desorpsiyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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Tablo 2. 3 Calisilan desorpsiyon ajanlari

DESORPSIYON AJANLARI

ACN : MeOH : Su (3:3:4)
ACN : MeOH (5:5)

Belirlenen desorpsiyon ajaniyla 60 ve 120 dk olmak tizere farkl: siireler ¢alisiimus,
stilfomerazinin yiiksek kapasitede desorbe edilmesini saglayan optimum siire

belirlenmistir.

2.6 Siilfomerazinin HPLC ile Analizi

Siilfomerazinin HPLC ile analizinde, Zou ve ¢aligma grubunun yonteminden

yararlanilmistir (Zou ve diger., 2007). Kromatografik kosullar asagidaki gibidir:

e Cihaz: Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 LC sistem (diode array dedektor,
oto-ornekleyici, kolon firini)

e Kolon: Thermo ODS Hypersyl Gold Cig (250 mm x 4 mm x 5 um )

e Kolon sicakligi: 30°C

e Akis hizi: 1 mL/dk

e DAD dedektor dalga boyu: 272 nm

e Enjeksiyon miktari: 20 pL

e Analiz siiresi: 5 dakika

e Calisma sekli: Izokritik

e Mobil faz: 0,05 M Formik asit-ACN-MeOH ( 65:25:10 )
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2.7 Hayvansal Gida Orneklerindeki Siilfomerazinin Adsorpsiyonu

Cesitli markalarda yumurta ve siit drnekleri, Izmir’deki farkli marketlerden temin
edilmis ve ornek hazirlama Oncesi tiim ¢alisilacak ornekler +4°C’de ve karanlikta

muhafaza edilmistir.

2.7.1 Yumurta Orneklerinin Hazirlanmast

Siilfomerazin standardi eklenmis (1 pug/mL standart SMR) ya da eklenmemis,
homojenize edilmis 2 g yumurta 6rnegi alinarak karisim 24 saat oda sicakliginda
manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra 10 mL ACN: Su (6:4) karigimi
eklenerek 3 dakika daha karistirilmaya devam edilmistir. Sonrasinda 10000 rpm hizla
10 °C’de 10 dakika boyunca santrifiijlenip slipernatant faz alinmistir (3 mL). Alinan
stipernatantin pH’s1 0,1 M HCl ile 5,0’a ayarlanmis ve sonu¢ hacmi 10 mL’ye saf su

ile tamamlanmistir (Peters, Bolck, Rutgers, Stolker ve Nielen, 2009).

2.7.2 Siit Orneklerinin Hazirlanmast

Stilfomerazin standardi eklenmis (1 pg/mL standart SMR) ya da eklenmemis,
homojenize edilmis 1 g siit ornegi alinarak karisim 30 saniye vortekslenmis ve
ardindan 30 dakika boyunca buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir. Sonrasinda 0,5
mL %?20’lik TCA ( MeOH’de hazirlanan) eklenerek 30 saniye vortekslenmis ve
ardindan da 10000 rpm hizla 10 °C’de 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Stipernatant faz alinarak pH’s1 0,1 M NaOH ile 5,0’a ayarlanmis ardindan 10000 rpm
hizla 10°C’de 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Stipernatant faz alinarak sonug
hacmi 10 mL’ ye saf su ile tamamlanmistir (Junza, Amatya, Barron ve Barbosa,

2011).

Hazirlanan 10 mL’lik 6rnek ¢ozeltilerinin her birine 0,1 g p(EGDMA-MATrp)
mikrokiireleri eklenerek 90 dk siire ile 25°C sicaklikta 225 rpm hizla calkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 5 dk 5000 rpm hizla santriftijlenmistir. Siipernatant faz

alinarak HPLC’ye uygulanmuistir.
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BOLUM UC
BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1 p(EGDMA-MATTrp) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Hazirlanan p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin karakterizasyonu FTIR, SEM ve

sisme analizleri ile ger¢eklestirilmistir.
3.1.1 p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin SEM Analizleri
Kiiresel sekilli p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri, slispansiyon polimerizasyon

yontemi ile hazirlanmistir.  Mikrokurelerin  SEM  goriintiisii  Sekil  3.1°de
gosterilmigtir. SEM  gortntiilerinden  gorildigi tlizere p(EGDMA-MATrp)

milrokiireleri miikemmele yakin kiiresel iskelete sahiptir.

Sekil 3.1 PoliEGDMA-MATrp) mikrokiireleri SEM goriintiileri a) kiiresel form b) bilyiitiilmiis yap1

p(EGDMA-MATTtp) mikrokiirelerin denge sisme orant %269’ dur. Yiiksek sisme
orant mikrokiirelerin; sulu ortamda ¢6ziinmeyen fakat ¢apraz baglanma derecesine

bagli olarak sisen ¢apraz bagli hidrojeller oldugunu gostermektedir.
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3.1.2 p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin FTIR Analizleri

MATrp monomeri ve p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin FTIR spektrumlari,
yapilarini nitelemek i¢in degerlendirilmistir (Sekil 3.2). MATrp monomerinin FTIR
spektrumunda 1734 cm™ ve 1659 cm’deki gerilme titresimleri, sirasiyla ester ve
amid karbonil gruplarindan kaynaklanmistir. P(EGDMA-MATrp) mikrokurelerin
FTIR spektrumu, ester karbonil grubunun 1715 cm™’de karakteristik gerilme
titresimini gostermektedir. Ek olarak, amid karbonilin gerilme titresimine ait 1662
cm’ de gozlenen band MATrp monomerinin polimerik yapiya katildigimi

gostermektedir.
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3.2 p(EGDMA-MATrp) Afinite Sorbentine Siilfomerazin Adsorpsiyon

Kosullarimin Optimizasyonu

3.2.1. SMR Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

Sekil 3.3’ten goriilecegi iizere 90. dakikaya kadar adsorplanan SMR miktarinda
artis oldugu, 90. dakikadan sonra dengeye ulastigi gdzlenmistir. 90. dakika itibariyle
matriks ylizeyindeki tiim baglanma bolgelerinin dolmasi nedeniyle bu siire
sonrasinda adsorpsiyon kapasitesinde degisim gozlenmemistir. Bu nedenle,

adsorpsiyon ¢aligmalar1 i¢in optimum siire 90 dakika olarak belirlenmistir.

3
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Sekil 3.3 SMR adsorpsiyonuna siire etkisi (Deneysel kosullar: 0,1 g sorbent; 25°C; 50 ppm SMR)

3.2.2 SMR Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin Etkisi

Adsorpsiyon calismalar1 poliEGDMA-MATTp) afinite sorbentinin 0,05; 0,1 ve
0,2 gram miktarlar1 ile gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.4’de
gosterilmektedir. 0,1 g sorbentle daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesinin elde

edilmesi nedeniyle caligmalara 0,1 g sorbent ile devam edilmistir.
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Sekil 3.4 SMR Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin Etkisi (Deneysel kosullar: 90 dk c¢alkalama; 25°C;
50 ppm SMR)

3.2.3 SMR Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi

SMR adsorpsiyonu iizerine baslangi¢c derisiminin etkisini incelemek amaciyla
adsorpsiyon ¢aligmalari, 0,5-300 ppm derisim araligindaki siilfomerazin ¢ozeltileri
ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 3.5°de sunulmustur. Sekil 3.5’den
goriilecegi gibi baslangigta artan SMR derisimi ile adsorpsiyon kapasitesi de artmus,
100 ppm SMR derisiminden sonra doygunluga ulasilmistir. P(EGDMA-MATrp)
afinite sorbentinin maksimum SMR adsorpsiyon kapasitesi, 3,72 mg/g olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.5 SMR Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Derisiminin Etkisi (Deneysel kosullar: 0,1 g sorbent; 25°C;
90 dk calkalama)

3.2.4 SMR Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

SMR adsorpsiyonuna sicaklik etkisinin incelenmesi amaciyla adsorpsiyon
caligmalari, sirastyla 5-45°C sicaklik araliginda yapilmistir. Sekil 3.6’ten goriilecegi
tizere p(EGDMA-MATrp) mikrokurelere SMR adsorpsiyonu sicaklik 5°C’den
45°C’ye cikarildiginda % 43,96 oraninda azalmistir. Adsorpsiyon teorisine gore,
artan sicaklikla adsorpsiyon azalir ve yiizeyde tutunan molekiiller desorplanma
egiliminde olur. Bu yiizden, adsorpsiyon kapasitesinde artan sicaklikla gozlenen bu

diisiislin nedeni, adsorpsiyonun ekzotermik dogas1 olabilir.
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Sekil 3.6 SMR Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi (Deneysel kosullar, 0,1 g sorbent; 90 dk ¢alkalama; 50
ppm antibiyotik)

3.2.5 SMR Adsorpsiyonuna pH’in Etkisi

p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelere SMR adsorpsiyonu uzerine pH’in etkisini
belirlemek icin adsorpsiyon g¢alismalari, pH 3-9 araliginda gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 3.7°de sunulmustur. Sekilden de goriilecegi gibi, SMR
adsorpsiyonu pH 3,0-5,0 arasi artmis, sonra bir diisiis gostermis; maksimum
adsorpsiyon pH 5’te elde edilmistir. Bilindigi gibi pH, bir sorbentle numune
matrikslerinden  organik  bilesiklerin  ekstraksiyonunda ~ ve  analitlerin
adsorpsiyonundadnemli bir faktordiir. SMR’nin iki pK, degeri vardir (pK,;=2.01 and
pKa= 6.99). SMR pK,,’in altindaki pH degerlerinde katyonik, pKa> nin tlizerindeki
pH degerlerinde anyonik, bunlarin arasindaki pH degerlerinde ise nétral formdadir.
Siilfomerazin molekiiliiniin pH 5 civarinda net yiikiiniin sifir oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle bu pH degerinde SMR molekiilii ve p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri
arasinda gerceklesen baglanmada baskin olan etkilesimin hidrofobik etkilesimler
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle net yiikiin sifir oldugu bu pH degerinde,
mikrokiireler ve siilfomerazin molekiilii izerindeki hidrofobik bolgelerde daha fazla
etkilesim s6z konusudur. Bu hidrofobik etkilesimler, SMR molekiiliiniin apolar yan
zinciri ile p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin hidrofobik yiizeyi arasinda veya
p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin ylizeyine adsorplanmis SMR molekiillerinin
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hidrofobik yan zincirleri ile ortamdaki SMR molekiilleri arasinda gergeklesmektedir.
Daha yiiksek ve daha diisiik pH degerlerinde degisen yiik dengelerinden dolay1
elektrostatik itme kuvvetlerinin s6z konusu olabilecegi ve bu nedenle adsorpsiyon

miktarinda diisiise neden oldugu diisiiniilmektedir.

@ (mglg)

pH
Sekil 3.7 SMR Adsorpsiyonuna pH Etkisi (Deneysel kosullar: 0,1 g sorbent; 25°C; 50 ppm SMR; 90
dk ¢alkalama)

3.2.6 SMR Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi

Stilfomerazinin adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkisini incelemek amaciyla 0,1;
0,2; 0,5; 0,8 ve 1,0 M derisimli NaCl c¢ozeltileri ile adsorpsiyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8’de sunulmustur. Bu sonuglar
stilfomerazin adsorpsiyonunda iyon siddetinin anlamli bir etkisinin olmadiginm

gostermektedir.
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Sekil 3.8 SMR Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi(Deneysel kosullar, 0,1 g sorbent; 25°C
sicaklik; 50 ppm antibiyotik; 90 dk ¢alkalama)

3.3 Desorpsiyon Calismalari

p(EGDMA-MATrp) afinite sorbentine tutunmus siilfomerazinin desorpsiyonu
amaciyla farkli desorpsiyon ajanlariyla c¢alistlmistir. En iyi siilfomerazin
desorpsiyonu, desorpsiyon ajani olarak kullanilan ACN:MeOH (5:5) ¢ozeltisi ile 2
saat sonunda %90 olarak elde edilmis ve degisen zaman araliindaki desorpsiyon

oranlar1 %75-90 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.9°da sunulmustur.

B ACN:MeOH(5:5)
100 - B ACN:MeOH:SU(3:3:4)
80 -
=
2
‘s 60 A
g
o
& 40 -
[a
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20 -
O -
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Sekil 3.9 Siilfomerazinin farkli desorpsiyon ajanlarindaki % desorpsiyon sonuglari.
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p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisli 5 kez tekrarlanmistir. Her bir dongii sonrasinda

elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri Sekil 3.10°da verilmistir.

3 -
C
% 2
E
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1 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Dongii sayisi

Sekil 3.10 p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi

Sekil 3.10°dan goriilecegi tizere p(EGDMA-MATTrp) mikrokiirelerin adsorpsiyon
kapasitesi 5 dongli sonunda % 14 oraninda azalmistir. Bu sonug, poli(EGDMA-
MATTrp) mikrokiirelerin siilfomerazin adsorpsiyonunda defalarca etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

3.4 Hayvansal Gida Orneklerinde Siilfomerazin Tayini

Siit ve yumurta drnekleri izmir’deki yerel marketlerden satin alinip adsorpsiyon
islemi i¢in hazirlanmis ve optimize edilen yonteme gore adsorpsiyonu saglanarak,
HPLC cihazinda tayini gergeklestirilmistir. Tablo 3.1°de standart eklemesi yapilan
(1,00 pg/mL’lik standart stilfomerazin ¢ozeltisi) siit ve yumurta Orneklerine ait
sonuglar verilmistir. Tablo 3.1°den goriilecegi iizere ¢alisilan siit ve yumurta

orneklerinden bazilarinda SMR’e rastlanmustir.
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Tablo 3.1 Siit ve yumurta drneklerinde siilfomerazinin analiz sonuglari

No Stit Yumurta
Ekl.(ug/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kaz. (%) Bulunan (ng/mL) Geri Kaz. (%)
1 1,00 1,10+0,8 82,8+4,0 1,01+0,8 87,6+4,0
2 1,00 1,07+0,7 75,2+6,0 0,97+0,3 89,1+6,0
3 1,00 1,04+0,0 77,5+4,0 1,05+0,4 85,2+5,0
4 1,00 1,05+0,6 73,4+2,0 0,98+0,3 79,9+5,0
5 1,00 1,07+0,3 71,3+5,0 1,02+0,4 90,1+8,0
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BOLUM DORT
SONUCLAR

Bu calismada, gidalarda kalinti olusturan siilfonamid grubu antibiyotiklerden
stilfomerazinin tayin ve uzaklastirilmasina yonelik afinite sorbenti sentezlenmis ve
gida Orneklerindeki antibiyotik kalintilarinin uzaklastirilmast ya da tayininde

gelistirilen bu sorbentin kullanilabilirligi gésterilmistir.

Antibiyotik uzaklastirma amaciyla sentezlenen afinite sorbenti ile adsorpsiyon
yonteminin siire, derisim, sicaklik, sorbent miktari, pH, iyon siddeti gibi
parametrelerinin optimizasyonu gergeklestirilmis, 0,1 g sorbent ile 90 dk gibi bir
stirede  SMR adsorpsiyonunun tamamlanabilecegi ve maksimum adsorpsiyon
kapasitesinin 3,72 mg/g oldugu belirlenmistir. Adsorplanan SMR ACN: MeOH
(5:5) cozeltisi ile %75-90 oraninda desorplanmistir ve poli(EGDMA-MATrp)
mikrokiirelerin ~ sulfamerazin adsorsiyonunda defalarca etkin bir sekilde
kullanilabilecegi belirlenmistir. Siilfomerazin ig¢in optimum adsorpsiyon kosullari
saglanarak gelistirilen yontemin, hayvansal gida orneklerindeki (siit ve yumurta)
antibiyotik kalintilarimin uzaklastirilmasimna basariyla (geri kazanim yiizdeleri siit
igin: >%70; yumurta igin: >%80) uygulanabilecegi belirlenmistir. Onerilen
adsorpsiyon ve HPLC yonteminin gida 6rneklerine uygulanabilir, tekrarlanabilir ve

giivenilir oldugu sonucuna varilmistir.

Literatiirde gida drneklerindeki antibiyotik kalintilarinin kromatografik analizleri
oncesinde kat1 faz ekstraksiyonu amaciyla cogunlukla daha yiiksek miktarlarda (0,2-
0,5 g) ve ticari olarak mevcut olan sorbentlerin kullanildig1 goriilmektedir (Azofra ve
diger., 2010; Mei-Ratliff; 2012; Opris, Soran, Coman, Copaciu ve Ristau, 2013).
Polietilen glikol bazli magnetik nanopartikiillerin kullanildig1 bir ¢aligmada ise islem
siiresinin oldukca uzun (12 saat) oldugu belirtilmektedir (Ji, Lv, Xu, Zhao ve Zhang,
2014). Bir baska calismada 38—106 um boyut aralifindaki molekiiler baskilanmis
polimerlerle 24 saat sureyle gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise 2-4 mikron
boyutundaki molekiiler baskilanmis polimerlerle 12 saat gibi ¢ok uzun bir stirelerde

giderim saglanmistir (Fernandez-Alvarez, Le Noir ve Guieysse, 2009; Farber, Green
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ve Domb, 2009). Bunun yani sira, literatiirdeki calismalarda siilfonamid grubu
antibiyotiklerin adsorpsiyonu amaciyla hazirlanan sorbentlerin adsorpsiyon
kapasitesinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ornegin, siilfonamid grubu
antibiyotiklerden siilfometazinin adsorpsiyonu amaciyla sentezlenen baskilanmis
amino-fonksiyonel grubu iceren silika jel sorbentin maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 42,1 pg/g olarak belirlenmistir (He, Wang, Fang, Zhu ve Zhang, 2008).
Siilfonamid grubu antibiyotiklerin adsorpsiyonu amaciyla core—shell magnetik
molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin kullanildig bir diger calismada maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 344 pg/g olarak bulunmustur (Kong, Gao, He, Chen ve
Zhang, 2012).  Akrilamid bazli siilfodiazin baskilanmis magnetik polimerin
kullanildig1 calismada maksimum adsorplanan antibiyotik miktarinin 0,78 mg/g
oldugu belirtilmistir (Chen ve diger., 2015). Xu ve grubunun siilfonamid grubu
antibiyotiklerin  adsorpsiyonu amaciyla magnetik ZnO-ylizey baskilanmig
polimerlerin kullanildig1 calismada maksimum adsorpsiyon kapasitesi 2,35 mg/g
olarak belirlenmistir (Xu ve diger., 2012). Sonug olarak bu ¢alisma ile daha az destek
materyali kullanilarak, ¢ok daha kisa siirede ve az maliyetle daha fazla ve daha etkin
bir sekilde antibiyotik kalint1 analizi ve uzaklastirilmasina olanak saglayan yontem

tasarlanmistir.
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