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OZET
Doktora Tezi

SUTTE VE ETTE SULFONAMID BILESIKLERININ
LC-IDMS YONTEMIYLE TAYINi
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Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisti
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof.Dr. Murat TASAN
2.Danisman: Dog.Dr. Ahmet Ceyhan GOREN

Siilfonamitler, benzene bagli amin ve siilfon gruplarini bulunduran antibiyotikler olup,
olduk¢a genis etkiye sahip olmalart ve ucuzlugu nedeniyle tipta ve veterinerlikte oldukga
yaygin kullanilmaktadir. Siilfonamidler veterinerlikte enfeksiydz hastaliklarin sagaltiminda ve
gida degeri olan c¢iftlik hayvanlarinin biiylimelerini ve verimlerini tesvik edici olarak
kullanilabilmektedir. Bu tlir uygulamalar hayvansal kaynakli gidalarda siilfonamid
kalintilarina yol agmaktadir. Bu kalintilar, alerjik reaksiyon, patojenik bakterilerde antibiyotik
direncinin artmasi, c¢esitli hematolojik, gastrointestinal ve norolojik hastaliklara sebep
olmaktadir. Bu nedenle Gida, Tarim ve Hayvacilik Bakanligi tarafindan hazirlanan 2015
Ulusal Kalinti izleme Planinda et ve siit iiriinlerindeki varligi belli derisimlerle
siirlandirilmistir. Bu sinir degeri, tekil siilfonamid bilesigi i¢in 20 ng/g, toplamda ise 100
ng/g’dir. Bu baglamda, siilfonamidlerin analizlerinin dogru ve kesin bir yaklasimla analiz
edilmesi 6nem arz etmektedir. Yapilan bu ¢aligmada siit 6rnekleri igin 14 adet siilfonamid
bilesiginin (Siilfatiazol, siilfapridin, siilfametazin, siilfamerazin, siilfadiazin, siilfadimetoksin,
siillfametoksazol, siilfadoksin, siilfisoksazol, siilfafenazol, siilfakuinoksalin,
stilfakloropridazin, siilfametizol, stilfametoksipridazin) ve et érneklerinde 12 adet siilfonamid
bilesiginin (siilfatiazol, siilfapridin, siilfametazin, siilfamerazin, siilfadiazin, stilfametoksazol,
siilfadoksin, siilfisoksazol, siilfakuinoksalin, stilfakloropridazin, siilfametizol,
stilfametoksipridazin) tayinine yonelik LC-IDMS yontemi gelistirilip, metodun gegerli
kilinmasi raporlanmigtir. Metotta, bilesiklerin siitten ekstraksiyonu igin sivi-sivi ekstraksiyon
yontemi, etten ekstraksiyonu igin kati-siv1 ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Ornekler LC-
MS-MS cihazi ile analiz edilmistir. Gelistirilen metodun UHT, pastorize ve sokak siitlerine
uygulamasi yapilmistir. Gelistirilen metotla geri kazanim degerlerinin siitte %91-114
araliginda, ette ise %82-116 araliginda ve bagil dl¢lim belirsizliginin siitte %7-13 araliginda,
ette %7-14 arasinda oldugu belirlenmistir. Uygulamasi yapilan siit 6rneklerinde analit
miktarlarmin yasal limit olarak belirtilen degerlerin altinda oldugu (stilfametazin: 6,46+0,76
ng/g ve siilfisoksazol: 7,3+0,71 ng/g) tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Siilfonamid bilesikleri, izotop seyreltme yontemi, Tandem sivi

kromatografi kiitle spektroskopisi (Tandem LC-MS/MS), metot gegerli
kilma, belirsizlik biitcesi
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Sulfonamides are antibiotics containing sulfone and amine groups bonded to benzene.
They are widely used in medicine and veterinary because of their broad impact and
cheapness. In veterinary practise they are used in the treatment of infectious diseases also
stimulating the growth and yield of farm animals. These applications may lead to residues in
food of animal origin. These residues cause allergic reactions, increase in antibiotic resistance
in pathogenic bacteria and various hematological, gastrointestinal and neurological disorders.
Therefore the national residue monitoring plan prepared by the Turkish Ministry of Food,
Agriculture and Livestock limited the sulfonamides presence in meat and dairy products to
certain concentration. The limit value is 20 ng/g for singular sulfonamide compound and 100
ng/g for the total. In this context accurate and precise analysis of sulfonamides is very
important. In our study LC-IDMS method for the determination of 14 sulfonamide
compounds (sulfathiazole, sulfapyridine, sulfamethazine, sulfamerazine, sulfadiazine,
sulfadimethoxine, sulfamethoxazole, sulfadoxin, sulfisoxazole, sulfaphenazole,
sulfaquinoxaline, sulfachloropyridazine, sulfamethizole, sulfamethoxypyridazine) and 12
sulfonamide compounds (sulfathiazole, sulfapyridine, sulfamethazine, sulfamerazine,
sulfadiazine, sulfamethoxazole, sulfadoxin, sulfisoxazole, sulfaquinoxaline,
sulfachloropyridazine, sulfamethizole, sulfamethoxypyridazine) was developed and validated.
Liquid-liquid extraction method was used for milk samples. Solid-liquid extraction method
was used for meat samples. Samples were analysed by LC-MS-MS analyser. Recovery results
were in the range of 91%-114% for milk samples; 82%-116% for meat samples respectively.
The relative measurement uncertainty of milk samples was between 7%-13%. In meat
samples the relative measurement uncertainty was determined to be in the range of 7%-14%.
Developed method was applied to UHT, pasteurised and street vendors milk. It was
determined that the amount of analyte in applied samples was below the legal limit value
(sulfamethazine: 6,46+0,76 ng/g and sulfisoxazole: 7,3+0,71 ng/g).

Keywords: Sulfonamide compounds, isotop dilution method, Tandem liquid chromatography
mass spectrometry (Tandem LC-MS/MS), validation, uncertainty budget

2017, 239 pages
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1.GIRIS

Gida giivenligi, herkesin, her zaman, aktif ve saglikli bir yasam i¢in diyet ihtiyaglarini
ve besin tercihlerini karsilayan yeterli, glivenli ve besleyici gidaya fiziksel, sosyal ve
ekonomik erisime sahip olmasi durumunda ortaya ¢ikan bir durumdur (Anonim 2002a). Gida
glivenligi, toplum yasamimin saglikli olarak strdiiriilebilirligi, ekonomiye yansimasi,
hastaliklardan korunma gibi nedenlerden dolay: 6nemi giderek artan bir konu haline gelmistir.
Gida giivenligi, ayrica gidalardaki mikroorganizmalarin, kimyasallarin, biyotoksinlerin, her
cesit katk1 maddelerinin yasal limitler iginde bulunmasi gerekliligini de kapsamaktadir. Gida
giivenligi, irctimde ve denetimde kalite gerektirmektedir. Bu nedenle, gida gilivenligi alaninda
devletlerin yiirlitme ve biirokrasi mekanizmalarinin, arastirmacilarin, kanun, yonetmelik ve
mevzuat yapicilarinin, gidalarda sagligi tehdit edebilecek riskleri belirlemesi, tanimlamasi ve
gerekli tedbirleri olusturmasi gerekmektedir. S6z konusu risklerin belirlenmesi ve
tanimlanmas1 asamasi analiz teknikleriyle saglanabilmektedir. Bu hususta teknik ve
teknolojinin gelistirilmesi 6nemli bir Ar-Ge konusudur. Ozellikle tiim diinyada siklikla
kullanilan gida degeri olan hayvan ilaglarinin, pestisitlerin, herbisitlerin, insektisitlerin,
biyotoksinlerin kalintilarinin analizleri, analiz tekniklerinin ve cihazlarmin gelistirilmesi,
tekniklerin ve teknolojilerin hassasiyetinin arttirilmasi, siirecin kisaltilmasi, maliyetin

azaltilmasi aragtirmalarin odak noktasini olusturmaktadir.

Kalimnti; herhangi bir sekilde bulasma yoluyla ya da ila¢ uygulanmis hayvanlardan ve
bitkilerden elde edilen gidalarda bulunan farmakolojik etkiye sahip etkin maddenin kendisi,
parcalanma irlinleri veya metabolizma iirlinleri olarak tanimlanmaktadir. Giliniimiizde
veteriner ilaglarinin bilingsizce uygulanmalar1 sonucunda besinlerin veteriner ilag kalintilari
ile kirlenme riski artmistir. Bunun sonucunda, alerjiden, 6liime kadar degisen siddetlerde
zehirlenmelere, cinsiyet Ozellikleri ve davramiglarda degisikliklere, lireme bozukluklarina,
teratojenik, mutajenik, karsinojenik etkilere ve direncli suslarin ortaya c¢ikmasi ile ilaglarin

sagaltic etkilerinin azalmasi gibi olumsuzluklara sebebiyet verebilmektedir (Uludag, 2008).

Antibiyotikler bulagict hastaliklarin tedavisinde ve gida degeri olan ¢iftlik
hayvanlarmin biiylimelerini arttirict olarak yaygin olarak kullanimi olan ilaglardir. Genis
capta kullanilmaktadirlar. B-laktam, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolidler, spektinomisin,
linkozamid, nitrofuran, makrosiklik, nitroimidazol, trimethoprim, polimiksin, kinolon ve

siilfonamid grubu ilaglar belirtilen amaclar i¢in sahada en fazla kullanilan ilaglardir.



Siilfonamidler ucuz olmalarindan ve genis spektrumda aktivite gdstermelerinden dolay: diger
antibiyotiklere gore tercih edilir (Sarmah ve ark. 2006). Ancak antibiyotiklerin sahada uygun
olmayan sekil ve dozda yasal olmayan kullanimlari sonucu et, siit, yumurta, bal ve

hayvanlarin yenilebilir diger dokularinda kalintilar olusmaktadir (Yibar ve Soyutemiz 2013).

Siilfonamidler, benzen catisina katilmis amin ve siilfon gruplarmi bulunduran
antibiyotik 6zellikli bilesiklerdir. Genis ve etkin spektrumu ve ekonomik olmalarindan dolay1
tipta ve veterinerlikte siklikla kullanilirlar. Siilfonamidler, veterinerlikte ozellikle bulasici
hastaliklarin tedavisinde ve gida degeri olan ¢iftlik hayvanlarinin biiyiimelerini ve verimlerini
arttirict olarak kullanilmaktadirlar. Bu tiir uygulamalarda hayvan biinyesine bu bilesiklerin
almmas1 ile hayvansal kaynakli gidalarda siilfonamid kalintilari olugmaktadir.
Siilfonamidlerin kalint1 varhigi, bu gidalar tiiketenlerde, alerjik reaksiyon, patojenik
bakterilerde antibiyotik direncinin artmasi, g¢esitli hematolojik, gastrointestinal ve ndrolojik
hastaliklara neden olurlar (Kim ve ark. 2003). Siilfonamidlere kontrolsiiz maruz kalinmasi
Steven Johnson sendromuna sebebiyet verebilmektedir (Ho Kim ve ark. 2011). Ayrica
kalintilar etten ve siitten elde edilen fermente gidalarin kalitelerinde diisiikliige neden
olmaktadir. Tiim bu tehlikeli ve ciddi problemlerden dolay1 da, gida maddelerinde siilfonamid
kalintilarinin tespiti énemli bir konu olmustur. Etkin bir gida gilivenliginin saglanmasi i¢in
sahada bilingsiz siilfonamid kullanimindan kaginilmasi ve gidalardaki olasi siilfonamid
kalintilarinin sorumlu yasal otorite tarafindan siklikla izlenmesi de gerekmektedir (Yibar ve

ark. 2012).

Amerika ve Avrupa kitalarinda hatta bir¢ok iilkede hayvansal kaynakli gidalardaki
maksimum siilfonamidlerin kalint limiti 100 pg/kg olarak belirlenmistir (Cai ve ark. 2008).
Avrupa Birligi’nde veteriner ilaclar1 konusunda ¢ok sayida diizenleme ve bu diizenlemelerin
degisiklikleri ve giincellemeleri mevcuttur. Temel diizenlemeler ise hormonal, tayrostatik
maddeler ve B-agonistlerin hayvanlarda kullanimini diizenleyerek, biiyime destegi olarak
kullanilan maddelerin yasaklanmasinda yasal dayanagi olusturur. Kullanimina izin verilen
ilaclar konusundaki eski bir direktif ise yakin ge¢cmiste giincellenerek izin verilen ilaglar ve
bunlarla 1ilgili maksimum kalintt limitleri (MRL) konusunda kapsamli bir liste
olusturulmustur. Bu direktiflerin tamami ulusal kanunlarimizda yer almaktadir. Tirk Gida
Kodeksi 2002/30 sayili tebliginde “Hayvansal Gida Maddelerindeki Maksimum Kalinti
Diizeyleri” (Anonim 2002b) belirlenmistir. Stilfonamidler iilkemizde kullanimina izin verilen

antibiyotikler arasinda bulunmaktadir. Ulkemizde son yillarda veteriner ilag kalintilari
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konusunda Avrupa Birligi ile uyum yolunda énemli adimlar atilmis ve Ulusal Kalint1 izleme
Programi konusunda bazi ilerlemeler saglanmistir. Ulusal Gida Kalinti Plan1 uygulamasinda
Avrupa Birligi mevzuat1 (96/23/EC ve 96/22/EC sayili Konsey Direktifleri ile 98/179/EC
sayili Konsey Karar1) ile uyumu tamamlanmis ulusal mevzuat dikkate alinmaktadir. Bu
kapsamda, ulusal kalint1 kontrolii “Canli Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler
fle Bunlarin Kalmtilarinin Izlenmesi I¢in Alinacak Onlemlere Dair Yonetmelik, resmi gazete,
17.12.2011, no. 28145” (Anonim 2011b) ve bu yonetmelige bagli “2013/09 sayili Canli
Hayvan ve Hayvansal Uriinlerde Kalint1 izleme Genelgesi”nde (Anonim 2013b) belirtilen

kurallara gére hazirlanan Ulusal Kalint1 izleme Plani gergevesinde yiiriitiilmektedir.

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan 2000 yilindan itibaren Ulusal Kalinti
[zleme Programi gergeklestirilmektedir. Ulusal Kalinti Izleme Plani kapsaminda kinolon
grubu ve siilfonamid grubu ilaglar da dahil olacak sekilde antibakteriyel ilaglar kanatli etleri,
sigir eti, su urlinleri, siit ve bal lriinlerinde analiz edilmektedir. S6z konusu iiriinlerde
antibakteriyel ila¢ kalintilarinin tespit edildigi de sonug raporlarinda ifade edilmektedir
(Yarsan 2012). So6z konusu analizler Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin
yetkilendirdigi Bakanliga bagli kurumlar tarafindan yapilmakta olup, Elazig Veteriner
Kontrol Enstitiisii (Charm II metodu ile beta-laktam, siilfonamidlerin analizi), Bornova
Veteriner Kontrol Enstitiisii (stilfonamidler ve kinolonlar da dahil antibakteriyel maddelerin
ve kloramfenikoliin analizleri) kurumlaridir. Bu kurumlarda, siilfonamidlerin analiz
metodlarinin gegerli kilinmasi calismalari, 17 Agustos 2002 tarihli 2002/657/EC sayil
Avrupa Birligi kararma gore yapilmaktadir. Ulkemizde de Gida ve Kontrol Daire Baskanlig
Ulusal Kalint1 izleme Planina (Anonim 2015a) gére siitte LC-MS/MS dogrulama metodu
teshis seviyesi her bir siilfonamid i¢in 20 pg/kg, karar limiti toplamda 100 pg/kg’dir.

Gida maddelerinde siilfonamid bilesiklerin tespitine yonelik ¢esitli metotlar
gelistirilmigtir. Stilfonamid kalintilarinin farkli gida maddelerinde tespiti i¢in birgok nicel
Ol¢tiim cihazinin analitik metotlar1 kullanilmaktadir. ELISA, Charm II, HPLC ve LC-MS/MS
kullanilan nicel ve nitel metotlar arasindadir. LC-MS/MS, kalint1 analizinde ytiksek seg¢iciligi,
belirleyiciligi ve hassasiyeti ile en uygun kalint1 analiz yontemlerindendir. LC-MS/MS ile
kalint1 siilfonamid analizlerinde daha dogru ve kesin sonuglar i¢in izotop Seyreltme Kiitle
Spektrometrisi metodu (Isotop Dilution Mass Spectroscopy, IDMS) kullanilmaktadir (Hiba
2016, Abdallah 2014, Kim 2002).



Gidalar (matriks), biinyesinde proteinler, yaglar, karbonhidratlar, oligosakkaritler, mono ve
disakkaritler, aminoasitler, metaller, vitaminler gibi pek c¢ok basit, supra ve kompleks
molekiiller bulunduran yapilardir. Gidalarin bu denli karmasik yapida olmasi nedeniyle
icerigindeki herhangi bir maddenin tespiti i¢in bu maddenin 6n islem uygulanarak
saflagtirilmasi1 gerekmektedir. Ayrica, siilfonamidlerin dogasini bozmadan, matriksten alinip,
Ol¢iim limitlerinin istiinde analiz edebilmek i¢in konsantrasyonunu artirmak gereklidir.
Bunun i¢in siilfonamidler matriksten Oziitlenir ve temizlenir. Ancak, siilfonamidlerin
polaritelerinin birbirinden farkli olmasi nedeniyle gidalardan oOziitlenmesi (ekstraksiyon)
oldukca zordur. Oziitlenmesi tamamlanan ve Oziitleme c¢oziiciisiine tasman siilfonamid
bilesiklerinin, bu ¢o6ziicii i¢indeki kalintilarin bertaraf edilmesi ve LC-MS/MS mobil fazina
aktarilabilmesi i¢in bu ¢o6ziiciiden temizlenmesi (clean up) uzaklastirilmasi gerekir. Bu
islemde tamamlandiktan sonra siilfonamid bilesikleri tayin edilmek tizere LC-MS/MS

cihazina gonderilir.

Ulkemizde siilfonamid bilesiklerinin analiz metodunun gelistirilmesi, validasyonu ve
belirsizlik biit¢esinin olusturulmasi konularinda son yillarda bazi ¢aligmalar yapilmistir. Kok
(2016), Izmir ilindeki hipermarketlerde satis1 yapilan kiiltiir alabalik, cipura ve levrek
baliklarinin kas dokularinda siilfonamid grubu antibiyotiklerin varliginin arastiriimasi konulu
doktora tezi ¢alismasinda, llkemizde oldukg¢a fazla tiiketilen kiiltiir baliklarindan ¢ipura
(Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) ve alabalikta (Oncorhynchus mykiss)
stilfonamid grubu antibiyotikler (siilfatiyazol, siilfadiazin, siilfadimetoksin, siilfamerazin,
stilfametazin ve siilfametoksazol) yoniinden antibiyotik kalintilarinin varligini incelemistir.
Toplanan balik kas dokularindan Charm II ve LC-MS/MS cihaz1 yardimiyla siilfonamid
grubu antibiyotikler yoniinden analizlerini yapmustir. Konak (2016), Ultra Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi-Yiiksek Coziintirliklii Kiitle Spektrometresi (UHPLC-
HR/MS) ile bebek gidalarinda siilfonamid grubu antibiyotik kalintilarinin ve metabolitlerinin
belirlenmesi i¢in analiz metodu gelistirilmesi konulu doktora tezi calismasinda, 12 adet
stilfonamid Dbilesiginin (stilfakloropiridazin, siilfadiazin, siilfadimetoksin, siilfamerazin,
siilfametazin, siilfametoksazol, siilfametoksipiridazin, siilfamonometoksin, siilfamoksol,
stlfapiridin, siilfakinoksalin, siilfatiazol) ve 5 adet metabolitinin (N-asetilsiilfadiazin, N-
asetilsiilfamerazin,  N-asetilstilfametazin, N-asetilsiilfametoksazol, N-asetilsiilfapiridin)
analizini UHPLC-HR/MS ile yapmustir. Analitler, ASE sistemi ve QUEChERS ekstraksiyonu
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Gelistirilen analiz yonteminin gilivenilirligini test etmek

amaciyla metot validasyonu yapmistir. Sarag (2015), Istanbul’da satisa sunulan icme
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stitlerinde antibiyotik kalint1 diizeylerinin arastirilmasi konulu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda,
icme siiti Orneklerinde tetrasiklin ve siilfonamid grubu antibiyotiklerinden doksisiklin,
oksitetrasiklin,  tetrasiklin, klortetrasiklin, siilfatiazol, siilfakinoksalin, siilfapiridin,
siilfametoksazol, stilfamerazin, siilfadoksin, siilfadimetoksin, stilfadiazin, siilfakloropridazin,
siilfamethazin, kalinti diizeylerini belirlemistir. Ornekleri, LC-MS/MS yéntemi kullanarak
analiz etmistir. Tashakkori (2013), balda siilfonamidlerin sivi kromatografisi ile tayin 6ncesi
admisel kat1 faz ektraksiyonu sorbenti kullanarak ayrilmasi konulu yiiksek lisans tezi
calismasinda, baldan siilfadiazin, siilfametazin, siilfamerazin ve siilfametaksazol bilesiklerinin
ekstraksiyonu igin yeni bir kat1 faz ekstraksiyonu yontemi gelistirmis ve bu siilfonamidleri
HPLC-DAD ile analiz etmistir. Ozgeng (2011), siit ve balda siilfonamidlerin kromatografik
tayin konulu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda, siit ve bal gibi gida iriinlerine Triton X-114
yiizey aktif maddesi kullanarak onderistirme islemi uygulamis ve DAD dedektorlii ytliksek
performanslt sivi  kromatografisi (HPLC) ile siilfadiazin ve siilfametoksazol tayini
gerceklestirmistir. Sanlt (2007), bazi siilfonamitlerin sivi kromatografi yontemi ile tayini
konulu doktora tezi ¢alismasinda, 7 adet siilfonamidi (siilfodiazin, siilfatiazol, stilfamerazin,
siilfametazin, siilfadoksin, siilfamonometoksin, siilfametaksazol) sivi kromatografi (LC) ve
LC-DAD yontemleri ile tayin etmistir. Su ana kadar iilkemizde IDMS yontemi kullanilarak

stilfonamidlerin gidalarda analizi konusunda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci siitte 14 adet siilfonamid bilesiklerini (Siilfatiazol, siilfapridin,
siillfametazin, siilfamerazin, siilfadiazin, siilfadimetoksin, siilfametoksazol, siilfadoksin,
siilfisoksazol, siilfafenazol, siilfakuinoksalin, stilfakloropridazin, siillfametizol,
stilfametoksipridazin) ve ette 12 adet siilfonamid bilesiklerini (siilfatiazol, siilfapridin,
siilfametazin, siilfamerazin, siilfadiazin, sililfametoksazol, siilfadoksin, siilfisoksazol,
stilfakuinoksalin, siilfakloropridazin, siilfametizol, siilfametoksipridazin) tayin etmeye yonelik
metrolojik izlenebilirligi saglanmis birincil (primer) bir yontem gelistirmektir. Gelistirilen
yontemin giivenirligini ispatlamak icin validasyon isleminin uygulanmasi, belirsizlik
hesabinin yapilmasi, izlenebilirliginin saglanmasi ve rutin saha kontrol laboratuvarlart igin
yeni bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir. Metodun 6rnek hazirlama asamasinda siit ve et
tirtinleri i¢in en uygun ekstraksiyon yontemlerinin belirlenmesi ve 6l¢timler igin LC-MS/MS
kullanilmasi amaglanmistir. Giivenilir bir kantitatif degerlendirme i¢in izotop diliisyon kiitle
spektrometri (IDMS) yonteminin kullanilmasi ve elde edilen yontemin UHT, pastorize ve
sokak siitlerine uygulanmas1 hedeflenmistir. Ilave olarak, IDMS metodu icin analitin izotopga

zenginlestirilmis tiirevine ihtiya¢ duyulmakta olup, literatiir taramasi sonucunda siilfonamidler
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icin gidalarda yapilan kalinti analizlerinde piyasada mevcut olan izotopga zenginlestirilmis
stilfonamidlerden sinirli sayida, biri veya birkaci i¢ standart olarak kullanildigi goze
carpmaktadir. Bu tez caligsmasi ile genis bir siilfonamid bilesik ailesinin eslenik izotoplarmin

kullanim1 gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteri, mantar ve aktinomisetler gibi canli mikroorganizmalar tarafindan
meydana getirilen veya sentezle hazirlanan, diisiik yogunlukta bile bakterilerin gelismesini
etkileyen ya da onlar1 6ldiiren maddelerdir (Akkan ve Karaca 2003). Antibiyotiklerin hedef
hiicreye etkilerine, etki mekanizmalarina, etki gosterdikleri mikroorganizma tiiriine, etki

spektrumuna ve immunmodiilator etkilerine gore siiflandirilir (Basoglu 2000).

Antibiyotikler bakteriler tizerinde olan etkilerine gore iki grupta toplanabilirler;

1. Bakterilerin gelismesini/iiremesini yavaslatan/durduranlar (bakteriyostatikler): Bu
ilaglar bakterilerin gelismesi ve iiremesini yavaslatir, engellerler. Bu gruba tetrasiklinler,

makrolidler, fenikoller, stilfonamidler ve kinolonlar 6rnek olarak verilebilir.

2. Bakterileri oldiirenler (bakterisitler): Bu sekilde etkiyen ilaglar bakterileri dogrudan
oldiiriirler; ozellikle perakut ve akut seyirli hastaliklarin sagaltiminda bu ilaglar tercih edilir.
Bakterileri 6ldiirerek etkiyen ilaglar, ayn1 zamanda bakterilerin gelismesini de Onlerler. Bu
gruba beta-laktamlar, nitrofuranlar, aminoglikozidler, polimiksinler ve novobiosin &6rnek
olarak verilebilir (Yarsan 2013).

Antibiyotikler ilk olarak 1928 yilinda bulunmustur. Fakat rutin olarak kullanilmaya
1940’11 yillarda, ikinci diinya savasi doneminde baslanmis ve insan sagliginin diizeltilmesinde
hayati bir 6neme sahip olmustur. Antibiyotikler enfeksiyoz hastaliklarin sagaltiminda ve gida
degeri olan ciftlik hayvanlariin biiylimelerini ve verimlerini tesvik edici olarak genis capta
kullanilmaktadirlar. Antibiyotikler, diger veteriner ilaglar1 ile beraber hastaliklar1 6nlemek ve
kontrol altma almak i¢in ilk olarak 1950’lerde yem katkist olarak kullanilmaya
baslanmiglardir. Cevresel degisimlerin, asilamanin ve diger yonetim uygulamalarinin yol
acti81 stres etkilerini ortadan kaldirmak ve biiylimeyi arttirmak ic¢in hayvanlarin yemlerine ve
igme sularma katilmaktadir (Yibar ve Soyutemiz 2013). p-laktam, tetrasiklinler,
kloramfenikol, makrolidler, spektinomisin, linkozamid, siilfonamid, nitrofuran, nitroimidazol,
trimethoprim, polimiksin, kinolon ve makrosiklik grubu ilaglar belirtilen amaglar i¢in sahada
en fazla kullanilan ilaglardir. Ulkemiz, hayvansal gida teminini entansif hayvanciliktan

saglamaktadir. Ulkemiz iireticilerinin de yiiksek verim elde etmek ve biiyiitme faktérii olarak



kullandiklar1 hormon, ila¢g ve antibiyotikler icin belirlenen yasal zorunluluklara uyup
uymadiklar1 da tam olarak denetlenememektedir. Bu baglamda, entansif iiretim icinde
kullanilan teknikler ¢ogu zaman hayvan haklarin1 ve saglhigini, dolayisiyla da insan sagligini
ikinci plana atmaktadir (Duru ve Sahin 2004). Diinya antibakteriyel ilag pazarinin 100.000 ile
200.000 ton arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Son 50 yil i¢cinde 1 milyon ton
antibakteriyel madde biyosfere salinmis ve bunun %50 kadarinin veteriner ve tarim kaynakli
oldugu belirlenmistir (Can ve Celik 2008). Ulkemizde veteriner ilaglariin kullanim miktarina
iliskin saglikli veriler bulunmamaktadir. Fakat antibiyotik kullaniminin son derece yaygin
olmasi, ilaclarin bilingsiz kullanimi, yasal bekleme siirelerine uyulmamasi, kontrol
mekanizmasi yetersizliginden antibiyotik kalintis1 iceren hayvansal iiriinler yoluyla bir¢ok
tehlike ile kars1 karsiya kalinmaktadir (Yarsan 2012). Siilfonamidler veterinerlikte kullanilan
antibiyotikler i¢indeki Onemli konumuyla giiniimiize kadar pek c¢ok arastirmaya konu
olmustur. Teknoloji ve bilimdeki yenilikler dogrultusunda yapilan ¢alismamda ilerideki konu

basliklarinda siilfonamidlerin kapsamli anlatim1 verilmistir.

2.1.1.Siilfonamid Grubu Antibiyotikler

1930’larda Alman kimyagerler bakterileri renklendirmek i¢in kullanilan bazi boyalarin
bakterilerin biiylimesini durdurdugunu goézlemlemislerdir. Gerhard Domagk isimli Alman
patolojist Streptococcus ile hasta edilmis farelere, siilfamidokrysoidin (ticari ismi, Prontosil)
isimli kirmiz1 renkli bir azo boya verildiginde farelerin yasadigin1 gézlemlemistir (Anonim
2004) (Sekil 2.1).

NH,

H,N NZNOSOZNHZ

Sekil 2.1 Prontosil’in kimyasal yapist

Domagk, kiz1 septisemi hastalifina yakalandiginda boyayi kizina enjekte edecek kadar
Prontosil’in antibiyotik 6zelligine inanmustir. Yaygin olarak kullanilan ilk kemoterapétik ajan,
ilk oral antibiyotik olan prontosil'in kasifi Gerhard Domagk 1939 yilinda Nobel Tip Odiilii
almistir (Raju 1999). Prontosilin canli disinda antibiyotik etkisi yoktur. Daha sonradan
prontosil ilag aktif kisminin siilfanilamid (Sekil 2.2) tarafi oldugu belirlenmistir. Canli i¢inde

bu bilesigin azo baglan kirilarak sulfanilamide doniismektedir.
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Sekil 2.2 Siilfanilamidin kimyasal yap1

Siilfonamidlerin antibakteriyel 6zelliginden dolayr bilim adamlarinca binlerce tiirevi
sentezlenmistir. Ancak yapilan ¢aligmalar sonucu siilfonamidlerin bakteriyi 6ldiirmedigi,
gelismesini ve ¢ogalmasini Onledigi gorilmistir. Dihidropteroat sentetaz enzimi p-
aminobenzoik asidi (PABA), dihidropteroik aside doniistiirmekte, bu asitte DNA’nin yapi
taglarindan olan timin ve piirin bazlarmin sentezi i¢in gerekli olan folik asit sentezinde

kullanilmaktadir.

Yapisal ve molekiiler boyut olarak olarak p-aminobenzoik aside (PABA) (Sekil 2.3)
benzemesi nedeniyle siilfanilamid, dihidropteroat sentetaz enzimini inhibe ederek bakterinin
cogalmasini onlemektedir (Baran ve ark 2011). Siilfonamidlerin etki mekanizmasi Sekil 2.4’te

gosterilmistir.

O
OH

Sekil 2.3 p-aminobenzoik asit (PABA)
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Sekil 2.4 Siilfonamitlerin etki mekanizmasi (Yilmaz 2011)
Bakterilerin direng gelistirmelerinden dolayi, bazi durumlarda siilfonamidler

trimetoprim  (Sekil 2.5) ile kanstirilarak daha etkin bir hale getirilir. Giiniimiizde

stlfonamidlerle birlikte trimetoprim kullanimi en ¢ok yaygin kombinasyondur.

Diaminoprimidin olan trimetoprim trimetoksibenzil-primidin yapisindadir.

NH,
N OMe
)l\ =
H_N N OMe

OMe

Sekil 2.5 Trimetoprim kimyasal formiilii
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En aktif siilfonamidler heterosiklik radikaller igerirler. Birgok siilfonamidler,
pirimidin, piridazin ve diger heterosiklikleri temelden olusur. Siilfonamid bilesiklerinde,
amino grubunun para pozisyonu olduk¢a 6nemlidir. Para-amino grubunun meta ve orto amino
grubuna dontismesi, siilfonamid bilesiginin bakteriostatik etkisini yok etmektedir. Eger amino
grubundaki hidrojen atomu degisik radikallerle yer degistirirse, siilfonamidler antibiyotik
ozelligini yitirmektedir. Aromatik halkaya ilave fonksiyonel gruplar siilfonamidlerin

fizyolojik etkisini azaltir veya tamamen kaybettirir (Dmitrienko ve ark. 2014).

Siilfonamidlerin, insan viicuduna alinmasi enzim aktivitesini baskilamanin yani sira,
bagirsak florasin1 degistirir ve patojenlerin bagirsak florasinda siirdiiriilebilir formlariin
olugmasinda kimyasal bir secici gibi rol oynar. Ayrica siilfametazin gibi baz1 siilfonamidlerin
kansorejen etkisi de vardir (Garcia-Galan ve ark. 2009). Siilfakuinoksalin gibi siilfonamidler,
bagirsakta absorbe olurlar. Plasentay1r gecerler. Cok azi serebrospinal siviya geger.
Siilfonamidlerin siite geg¢mesi ise proteinlere baglanmasina ve pKa degerlerine gore

degiskenlik gosterir (Samanidou ve ark. 2008).

Siilfonamidler arasinda en ¢ok yaygin kullanimi olan bilesik siilfametazindir. Analiz
orneklerinin %50’sinde goriilmiistiir (Baran ve ark. 2011). Biitiin stilfonamidler beyaz veya
hafifce sar1 renkte, kokusuz bilesiklerdir. Bazilarinin tadi acidir. Bu bilesiklerin ¢ogu suda
kolayca ¢oziinmez. Siilfonamidlerin asitte veya alkalide ¢oziiniirliigii amfoterik 6zelliklerine
baglidir. Bu amfoterik 6zelligi bazik aromatik amin grubu (pKa=2-2,5) ve degisken hidrojen
atomu iceren amid grubunun asidik Ozelligine (pKa=5-8) dayanmaktadir. Ancak

stilfonamidlerin asidik 6zellikleri bazik 6zelliklerinden daha belirgindir (Kammerer 2009).

Ksenobiyotiklerin (6rnegin, siilfonamidler ve diger dogal ve sentetik kimyasallar)
ortadan kaldirilmasi i¢in karaciger ve diger dokulardaki enzimler tarafindan katalize edilen,
biyotransformasyon olarak bilinen bir siire¢le suda ¢dziinen kimyasallara doniistiiriilmeleri
gerekmektedir. Ksenobiyotik enzimleri, biyotransformasyonla siilfonamidlere gesitli
fonksiyonel gruplart baglayarak siilfonamid metabolitlerini olusturmaktadir. Bu tiir
biyotransformasyonlar iki gruba ayrilir. Faz I, hidroksi, tiol, amin, karboksil gruplarinin
baglandig1 reaksiyonlar1 icermektedir. Bu sayede bilesigin polaritesi artar ve asidik karakteri
daha da artar. Hidroksi metabolitler %2,5 ile %39,5 ana bilesigin aktivitesine sahiptir. Faz
II’de ise, konjugasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Bu reaksiyonlar, glukuronidasyon,

stilfonasyon (genellikle siilfonlama olarak bilinir), asetilasyon, metilasyon reaksiyonlarini,
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aminoasit konjugasyonlari (glisin, taurin ve glutamik asit gibi) ve glutatyon konjugasyonlarini
(merkaptonik asit sentezi) kapsamaktadir. N4-asetil metabolitlerin antimikrobiyal aktivitesi
yoktur. Siilfonamid metabolitleri folik asit sentezinde ana ilagla yarigir. Fakat bakteri
hiicresine c¢ok az zararli etkisi vardir. Genel olarak siilfonamid metabolitleri bobreklerden
orijinal slilfonamidlere gore daha hizli uzaklastirilir. Metabolitlerin olusumu ¢ok ¢esitlidir bu

da birgok faktore baghdir (Parkinson ve ark. 2013).

Bircok iilkede siilfonamidler i¢in maksimum kalint1 limiti 100 pg/kg ve siitte 100
ng/L’dir. Ulkemizde Gida ve Kontrol Daire Baskanligi Ulusal Kalint1 izleme Plan1 (Anonim
2015a)’e gore siitte LC-MS/MS dogrulama metodu teshis seviyesi her bir siilfonamid i¢in 20
ug/kg, karar limiti toplamda 100 pg/kg’dir. Ette dogrulama metodu teshis seviyesi siilfatiazol
icin 40 pg/kg, diger siilfonamidlerin her biri i¢in 20 pg/kg’dir. Ette siilfonamid grubundaki
maddelerin toplam miktar1 100 pg/kg’t gecemez. Son 5 yildan uzun siiredir tim diinyada
stilfonamid analizleri yapilan gida gruplarinin yiizdesi Sekil 2.6’da gosterilmistir (Dmitrienko
ve ark. 2014). Bu gida gruplar et, siit, balik, yumurta, bal ile bebek gidalaridir. Dmitrienko ve

ark (2014) c¢alismalarina gore siilfonamidlerin gidalarda bulunma siklig1 %20 civarindadir.

B Yumurta
H Tavuk

= Balik
mEt

= Bal

= Siit

Diger

Sekil 2.6 Siilfonamid analizleri yapilan gida gruplar1 (Dmitrienko ve ark. 2014).

2.1.2.Siilfonamidlerin kimyasal yapilari

Stiilfonamidlerin kimyasal formiilii Sekil 2.7°de gdosterilmistir. Bu tez calismasinin

konusu olan 14 adet siilfonamid bilesiklerinin kimyasal yapis1 Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.7 Siilfonamidlerin kimyasal formiili
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Sekil 2.8 14 adet siilfonamid bilesiklerinin kimyasal yapilar1 (Y1lmaz 2011)
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2.1.3.Siilfonamidlerin Siniflandirilmasi
Siilfonamidler, kimyasal yapilarina, aktivite siirelerine, aktivite spektrumuna ve
terapotik uygulamalarina gore siniflandirilirlar. Genel siniflandirma terap6tik uygulamalarina

goredir. Aktivite siirelerine gore siilfonamidler ti¢ gruba ayrilir (Akkan 1997).

2.1.3.1.Kisa ve orta etki siireli siilfonamidler

Kisa etkili siilfonamidler hizli absorbe olurlar ve hizli disar1 atilirlar. Yar1 6miirleri 4-7
saattir. Bunlar sistemik enfeksiyonlarda tercih edilirler. Bu gruptaki en Oonemli bilesikler
stilfasitin, siilfametizol, siilfisoksazol, siilfometazin, siilfasetamit, siilfakloropridazin,
stilfapridin, siilfaetidol, stilfamerazin, siilfamoksol, stilfaproksilin, siilfapridin, siilfatiyazol ve
stilfisomidindir. Orta etkili siilfonamidler uzun siireli tedavi gerektiren enfeksiyonlar i¢in
kullanilirlar. Bunlar kisa etki siirelilere kiyasla daha yavas absorblanip atilirlar. Yar1 6miirleri
10-12 saattir. Glinde iki defa verilirler. Uzun siireli tedavi gerektiren enfeksiyonlarda 6zellikle
tiriner enfeksiyonlarda kullanilirlar. Bu gruptaki onemli bilesikler siilfametoksazol,

stilfadiazin ve siilfafenazoldur (Akgiin ve ark. 2004).

2.1.3.2.Uzun etkili (depo) siilfonamidler

Uzun etkili siilfonamidler, hizli absorbe olurlar ve yavasga disar1 atilirlar. Uzun etkili
stilfonamidlere 6rnek olarak siilfadoksin ve siilfametoksipiridazin verilebilir. Yar1 émiirleri
35-40 saattir. Siilfalen ve siilfadoksinin yar1 Omiirleri sirasiyla 65 ve 179 saattir. Uzun etki

stireli siilfonamitler giinde bir veya iki kez verilirler (Akgiin ve ark. 2004).

2.1.3.3.Absorbe olmayan siilfonamidler
Absorbe olmayan siilfonamidlere 6rnek olarak fitalilsiilfatiazol, siiksinilsiilfatiazol,

sulfaguanidin verilebilir.

2.1.3.4.0zel kullaniml siilfonamidler
Tipta 6zel tedavilerde kullanilan siilfonamidlerdir. Lokal kullanilanlara 6rnek olarak
siilfasetamid; yamkta giimiis siilfadiazin, marfenil kullamlir. Ulseratif kolitte siilfasalazin,

dermatitis herpetiformiste ise siilfapiridin kullanilmaktadir (Akkan 1997).
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2.2.Gida Degeri Olan Hayvanlarda Antibiyotik Kullanim

Veteriner hekimlikte antibiyotiklerin bilingli kullanim1 son derece Onemlidir.
Antibiyotik kullanimi hayvan 1slahi, refahi, hijyen, besleme ve asilama sistemlerinden ayr1
olarak diistiniilmemelidir (Yarsan 2013). Gida degeri olan hayvanlarda ana ilag gruplari
bakimindan toplam tiikketimin %77’sini bakteriyel (%33) ve paraziter hastaliklarla miicadelede
kullanilan ilaglar (%28) ile hayvansal verimin arttirillmasini destekleyici triinler (%16)

olusturmaktadir (Visad 2006).

Gida degeri olan hayvanlarda en sik kullanilan antibiyotikler; B-laktam (penisilinler ve
sefalosporinler), tetrasiklin grubu, kloramfenikol, makrolidler, spektinomisin, linkozamid,
stilfonamid, nitrofuran, nitroimidazol, trimethoprim, polimiksin, kinolon ve makrosiklik

(Ansamisin, glikopeptidler ve aminoglikozidler) gruplaridir (Chafer ve ark. 2010).

Ik olarak antibiyotiklerin anabolik etkiye sahip olduklar1 1940’11 yillarda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde civciv rasyonlarina belli miktarda katildiginda canli agirlik artisinda
hizlanma saglanmasiyla gozlendigi belirtilmistir. Biiyiitme faktorii olarak kullanilan

antibiyotik ve benzeri maddelerin etkileri birkag goriis ile ifade edilmistir. Bu goriislere gore;

1. Besinlerin emilimini engelleyen zehirli metabolitlerin {iretimini engelleyerek,
2. Gastrointestinal sistemdeki patojen mikroorganizmalarin gelisimini 6nleyerek,

3. Subklinik infeksiyonlar1 azaltarak veya onleyerek etkili olduklari diisiiniilmektedir.

Antibiyotiklerin asir1 ve uygun olmayan kullanimlar1 ile bu maddelere karsi direncli
bakterilerin gelismesi sonucu, Avrupa Birligi tarafindan antibiyotik kokenli biiyiitme
faktorlerinin kanatli hayvan yetistiriciliginde kullanilmasinin 1998-1999 yillarinda genis
Ol¢iide yasaklandigi bildirilmistir. Son yillarda aragtirmacilar, antibiyotiklere alternatif
olabilecek dogal ve gelismeyi hizlandirici madde arayisi igine girmislerdir. Bu amacla
probiyotikler, organik asitler ve enzimlerin alternatif olarak kullanimi giincellik kazanmistir
(Can ve Celik 2008).

2.3.Gida Degeri Olan Hayvanlarda Siilfonamidlerin Kullanim
Siilfonamidler sistemik olarak kullanilan ilk antibiyotiklerdir. Sentetik olarak
hazirlanirlar. Siilfonamidler tiim doku, viicut bosluklari, idrar, safra ve siit de dahil tiim

salgilarda etkili yogunluga ulasabilirler. Insan ya da hayvan plazmalarindaki 50-150 pg/mL
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yogunluklar etkili ve giivenli olarak kabul edilir (Kaya 2007). Siilfonamidler, veterinerlikte
iki farkli dozda kullanilir (Combs 1997);

o Tedavi edici doz; hastalikli hayvana yiiksek dozda kullanim1 gerektirir.

. Tedavi alt1 doz (hastalik onleyici tedavideki kullanim); saglikli hayvana yiiksek dozda
kullanimi gerektirir. Genellikle siilfonamidler subterapotik (tedavi alt1) dozlarda
koruyucu olarak kullanilir. Hayvan yemine ve suyuna ilave edilerek kullanilir.
Subterapotik uygulama, genellikle hastaliktan korumada, yemin etkinligini arttirmada
ve hayvan agirhigini arttirmada kullanilir. Cizelge 2.1°de hayvanlarda siilfonamid
dozaj Ornekleri verilmis olup, Cizelge 2.2°de ise hayvanlarda siilfonamid

kombinasyonlarinin dozajlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Hayvanlarda siilfonamid dozaj 6rnekleri (Prescott ve ark. 2013)

. Doz Uygulama
Ilag Uygulama yolu Yorum
(mg/kg) | Arahg (saat)
Kisa etkili Sulfadlazm, .sqlfametazm, IV, PO 50-60 12 Cift ilk doz
trisulfapyramidin
Sulfametoksazol PO 50 12 Cift ilk doz
Orta etkili sulfadimetoksin PO, IV, IM, SC 27,5 24 Cift ilk doz
Stiirekli salinim, sigir PO 137,5 96
Siilfadiazin PO, IV 50 12 Cift ilk doz
Siilfisoksazol PO 50 8 ldrar yolu
enfeksiyonlari
Bagirsak aktif fitalilsiilfatiazol PO 100 12 -
Ozel kullanimli salisilazosulfapiridin PO 25 12 -
Gumiis siilfadiazin Topikal - - -

IV: damar yoluyla, IM: kasa enjeksiyon, SC: ciltalti uygulama, PO: agiz yoluyla

Cizelge 2.2 Hayvanlarda siilfonamid kombinasyonlarinin dozajlar1 (Prescott ve ark. 2013)

ilac Uygulama yolu (m[g);(/JIig) Uygulg::t; rahgt Yorum
Trimetoprim-siilfonamid PO, IV, IM 15-30 12-24
Ormetoprim-sulfadimetoksin PO 27,5 24 Cift ilk doz
Baquiloprim-sulfadimetoksin
Si1g1r, domuz IM 10 24

IV: damar yoluyla, IM: kasa enjeksiyon, SC: ciltalt1 uygulama, PO: agiz yoluyla

Veterinerlikte oluk¢a fazla siilfonamid preparati kullanilsa da bunlarin ¢ogu

stilfametazinin degisik formlaridir. Oral veya parenteral alindiginda etkili plazma

19



konsantrasyonlarina erisebilirler. Alkaliliklerinden dolay1 ¢cogu parenteral preparat sadece IV
(damar yolu) enjeksiyon ile uygulanmalidir. Siilfometazin tedavisi IV hazirlama dozu 100
mg/kg ile baslamali ve etkili konsantrasyonlar 12 saatlik araliklarla 50 mg/kg PO dozudur.
Siilfometazinin en az bir siire uzatmali oral preparati buzagilarda kullanima uygundur. Bu
preparat koyun ve kegiye de uygulanabilir. Bu tek bir dozun 36-48 saat etkili bir seviyede
olmast bakim terapisinin uygun seklidir. Sigir, koyun, keci klinik uygulamalarinda yaygin
direng, bu hayvanlarda siilfonamid kullanimini smirlar ve bu ajanlart trimetoprim ile
kombinasyon halinde vermek en iyisidir. Oral olarak uygulanan, uzun etkili, stirekli salimli
dozaj formlari, 3-5 giin boyunca etkili plazma konsantrasyonlarina neden olur. Boyle bir
preparat, sigir Mannheimia ve Pasteurella'da bildirilen direng¢ agisindan bakildiginda,
besleyici kanal pndmonisinin Onlenmesi ve tedavisini degerlendiren klinik arastirmalarda
etkili olmustur. Silfonamidler, sigirlarda interdigital necrobacillosis ve coccidiosis'in
tedavisinde basariyla kullanilmaktadir. Siilfadimetoksin, Birlesik Devletler'de 20 aydan uzun
stiren siit ineklerinde kullanilmak iizere onaylanmis tek siilfonamiddir. Siit ineklerinde etiket
dist kullanim yasaktir. Siirekli salimli oral siilfametazin ve agizdan verilen pirimetamin
(glinde bir kez 0,5 mg/kg) koyunlarda Toxoplasma diisiik salginin1 énlemede tercih edilen
ilaglardandir. Performansi artirmak ve klostridial enterotokemileri onlemek igin besleyici

limenlerde chlortetrasiklinlerle siilfonamitler kullanilmistir (Prescott ve ark. 2013).

Sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinin sagaltiminda daha ¢ok siilfonamidlerin
diaminoprimidin (DAP) tiirevleri (trimetoprim, ormetoprim ve baquiloprim) ile 5/1 (5 kisim
stilfonamid +1 kistm DAP tiirevi) oraninda kombine olarak hazirlanmis preparatlart kullanilir.
Tek baslarina bakterilerde folik asit sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki gosteren bu
maddeler, kombinasyon halinde folik asit sentezini iki ayr1 noktadan keserek bakterisit etki
gosterirler. Kombinasyonlarin etki spektrumlart daha genis ve direng gelisimi daha azdir.
Ulkemizde siilfonamid-trimetoprim  kombinasyonlar1  bulunmaktadir  (Yazar 2009).
Diaminopiridinler, sulfonamidlerden 20-100 kat daha aktiftir, bu nedenle kombinasyonlar,
Insan serumunda 1:20 oraninda bir oran verecek sekilde formiile edilirler. Bu oran,
diaminopirimidinlerin (lipid-¢6ziiniir organik bazlar) dokularda yogunlastigi, buna karsilik
stilfonamidlerin (zayif organik asitler) biiyiik oranda hiicre dis1 sivilarda kalmaktadir (Prescott
ve ark. 2013). ila¢ kombinasyonlar1 buzagilarda salmonellosis, ayrica ayirt edilmemis ishal,
bakteriyel pnomani, ayakta cilirime ve septisemik kolibasillos tedavisinde basariyla
kullanilmaktadir (White 1998). Menenyjit i¢in olagan dozda giinde 3-4 kez ilag kombinasyonu

uygulanir. Akut mastit tedavisinde kullamldiginda, IM enjeksiyonundan sonra zayif
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biyoyararlanimi ve nispeten zayif meme penetrasyonu nedeniyle ilacin yiiksek dozda IV
verilmesi gerekir; Akut mastit i¢cin her 12 saatte bir 48-50 mg / kg'lik bir dozaj uygundur.
Ozellikle  steroidal  olmayan  anti-inflamatuar  ilaglarla ~ kombine edildiginde,
trimetoprimsiilfonamidin koliform mastit tedavisinde faydali bir etkisi kaydedilmistir (Shpigel
ve ark., 1998). Sigirlarda diger kullanimlar idrar yolu enfeksiyonlart ve karisik aerobe-
anaerob enfeksiyonlarinin tedavisini icermektedir (Postparturient metritis'de ortaya c¢ikan
gibi). Ilag, ruminantlarda L. monocytogenes ensefalitinin tedavisinde potansiyel ancak
kanitlanmamis kullanimi vardir. Kegilerde ve koyunlarda 6zel bir uygulama, toksoplazma

kiirtajinin 6nlenmesidir (Prescott 2013).

Hayvanlara uygulanan antibiyotiklerin bir kismi dokular tarafindan tutulmakta, biiyiik
bir kismi ise siit ve idrar yoluyla disar1 atilmaktadir. Veterinerlik uygulamalarinda
siilfonamidlerin yliksek veya silirekli dozda kullanimi kalintilara neden olmaktadir.
Danimarka’da kg et basina tiiketilen siilfonamid miktar1 4,82 mg domuzda, sigirlarda 17,2
mg, broylerde 0,033 mg ve 58,5 mg balikta bulunmustur (Baran ve ark. 2011). Kesimden
once bekletme siiresine uyulmamasi, hastalik Onleyici tedavide kotli muamele siilfonamid
kalintilarina yol agmaktadir. lagla ilgili herhangi bir kayit yoksa kanatli ve memeliler igin
kesim Oncesi bekletme siiresi gecici olarak 28 giin olarak belirlenir (Yarsan 2012). Yumurta

ve siitlerin tikketime sunulmasi igin ise 7 giin beklenmelidir (Bilici, 2008).

Genel olarak, antibiyotik uygulanan hayvanlarin siitleri son uygulamay1 takip eden 72-
96 saat icinde antibiyotik icerebilmektedir (Acar ve Uygun 2007). Siitte antibiyotik
kalintilarinin %90’1 meme i¢i yolla uygulanmasi sonrasi siitiin kullanilmama siiresine
uyulmamasindan kaynaklandigi, bu yolla meydana gelen kalintilarin %60’1min laktasyon
donemi sirasinda, %30’unun kuru donem mastitis tedavileri sonucunda olustugu
bildirilmektedir (Tas¢1 2016). Antibiyotiklerin siite ge¢is ve siitte bulunma siireleri,
antibiyotik ¢esidi ve bilesimi, uygulanan doz ve uygulama sekli, sagim sayisi, hayvan

fizyolojisi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (Segmenoglu 2014).
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2.4.Gida Degeri Olan Hayvanlarda Ila¢ Kullammna ve Bunlarin Kalintilarinin
Izlenmesine Dair Mevzuat

Ulusal Kalint1 Izleme Plani, hayvan tiirlerine gére belirlenen madde ve iiriin gruplar
ile bu maddelerin kalintilarinin varliginin tespiti i¢in alinacak Onlemleri igermektedir. Bu
programlarin uygulamasinda Avrupa Birligi mevzuati (96/23/EC ve 96/22/EC sayili Konsey
Direktifleri ile 98/179/EC sayili Konsey Karar1) ile uyumlastirilmasi tamamlanmis ulusal
mevzuatimiz dikkate alinmaktadir. Bu kapsamda, ulusal kalint1 kontrolii “Canli Hayvanlar ve
Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kaltilarmin Izlenmesi I¢in Almacak
Onlemlere Dair Yénetmelik” (Anonim 2011b) ve bu yonetmelige bagli “2013/09 sayili Canli
Hayvan ve Hayvansal Uriinlerde Kalint1 Izleme Genelgesi’nde (Anonim 2013b) belirtilen
kurallara gore hazirlanan ulusal kalint1 izleme plani g¢ergevesinde yiiriitiilmektedir. Ulusal
Kalint1 Plan1 (Anonim 2015a)’e gore tayin edilmesi gereken siilfonamidler, matriksi, yasal

limitleri Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3 Canli Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarmn
Kalintilarinin Izlenmesi i¢in Alinacak Onlemlere Dair Ydnetmeligine gore tayin
edilmesi gereken siilfonamidler ve yasal limitleri

Karar Limiti
izleme | Dogrulama (Uygun
. . . . Metodu Metodu Olmayan
Aranacak Madde Analiz E(EIIIecek Izleme | Dogrulama Teshis Teshis Sonug Kyararl
/Kalint1 Matriks Metodu Metodu Seviyesi Seviyesi Vermek I¢in
[ng/kgl] [ng/kgl] Limit Deger)
[ng/kgl
Sulfamezatin Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 100 20
Sulfametaksazole Kas, karaciger Charm Il | LC-MS-MS 100 20
Sulfatiazol Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 80 40
Sulfadiazin Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 40 20
Sulfamerazine Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 40 20 Stilfonamid
Siilfadimetoksin | Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 40 20 grubunda yer
Sulfakloropridazin Kas, karaciger | Charm Il | LC-MS-MS 200 20 ik i
Siilfadiazin Tnek sata Charm Il | LC-MSMS 50 20 maddelerin
Siilfamezatin Tnek siiti Charm Il | LC-MSMS 94 20 toplami =100
Stlfametakzazol Inek siitii Charm Il | LC-MSMS 30 20
Sulfamerazin Inek siitii Charm Il | LC-MSMS 50 20
Sulfatiazol Inek siitii Charm Il | LC-MSMS 80 20
Silfadimetoksin Inek siitii Charm Il | LC-MSMS 40 20
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Bu mevzuat, canli hayvan ve hayvansal iiriinlerde kalint1 kontroliiniin uygulamasinda
uyulmasi gereken sartlar1 belirlemektedir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin merkez
teskilatlarindan biri olan Gida Kontrol Genel Midirligl, kalinti izleme planlarinin
olusturulmasindan ve uygulamalarin iist gdzetiminden sorumludur. Ulusal Kalinti Izleme
Plani, kanatli hayvan etleri ile kirmizi eti, su {iriinleri yetistiricilik {iriinlerini, ¢ig siit, yumurta
ve bal iiriinlerini kapsamaktadir. Ornekleme siklig1, yonetmelikte belirtilen kurallarla uyumlu
olmas1 gerekmektedir. Ornekler, ciftliklerden ve/veya birincil iiriin tesislerinden canli
hayvanlardan ve/veya hayvansal {irlinlerden alinmaktadir. Analizler Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin yetkilendirdigi laboratuvarlar tarafindan gergeklestirilir. Avrupa
Birligi’ne uyum c¢ercevesinde laboratuvarlar tarafindan bu kapsamda yapilan analizlerde
validasyonlar 17 Agustos 2002 tarihli 2002/657/EC sayih AB kararina gore
gerceklestirilmektedir (Anonim 2015a).

17 Aralik 2011 tarihli, 28145 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan “Canli Hayvanlar ve
Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kalintilarin izlenmesi i¢in Alinacak
Onlemlere Dair Yonetmelik” (Anonim 2011b) gida giivenilirligini saglayarak tiiketici
sagliginin korunmasini temin etmek icin, canli hayvan ve hayvansal birincil {iriinlerde belirli
maddeler ve bunlarin kalintilarinin izlenmesi ile ilgili usul ve esaslar1 diizenlemektir. Canli
hayvanlar, bunlarin diskilar1 ve viicut sivilari, dokulari, hayvansal iiriinler, hayvan yemleri ve
icme sularinda asagida listede yer alan maddeler ve kalintilarin varligini tespit etmek amaci
ile hayvanlar ve hayvansal birincil {irinlerin tiretim siireci bu boliimde yer alan hiikiimlere
uygun olarak izlenmektedir. 2011/28145 yonetmeligine gore, veteriner tibbi tiriinler asagidaki

gibi iki gruba ayrilmistir;

GRUP A-Anabolik etkiye sahip maddeler ve kullanimina izin verilmeyen maddeler;

(1)Stilbenler, stilben tiirevleri ve bunlarin tuzlari ve esterleri,

(2)Antitroid ajanlart,

(3)Steroidler,

(4)Zeranol igeren resorsilik asit laktonlart,
(5)Beta agonistler,

(6)Hangi seviyede olursa olsun tiiketici sagligini tehlikeye sokan ve gidalarda higbir

seviyede bulunmamasi gereken farmakolojik aktif maddeleri.
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GRUP B-Veteriner ilaglari (1) ve bulasanlar;
(1)Siilfonamidler ve kinolonlari da igeren antibakteriyal maddeler

(2)Diger veteriner ilaglari

a.Antihelmintikler,

b.Nitroimidazolleri de igeren antikoksidiyaller,

c.Karbamatlilar ve piretroidler,

d.Sedatifler,

e.Steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar,

f.Diger farmakolojik aktif maddeler.
(3)Diger maddeler ve gevresel bulasanlar

a.PcBleri de iceren organik klorlu bilesikler,

b.Organik fosforlu bilesikler,

c.Kimyasal elementler,

d.Mikotoksinler,

e.Boyalar,

f.Digerleri.

(%) Veteriner hekimligi alaninda kullamlabilen ruhsatsiz maddeleri de igeren.

1997 yilinda ingiltere'de yayimlanan "Hayvanlar, et ve et iiriinleri ydnetmeligi"ne gore,
herhangi bir veteriner tibbi liriin uygulanmis hayvanin, yasal arinma siiresi dolmadan insan
tilketimine sunulmak {izere satilmasi ve kesim i¢in tedarik edilmesi su¢ sayilmaktadir.
Mevzuat hayvan yetistiricilerini ve tiim veteriner ila¢ tedarikgilerini kapsamaktadir. Bu
yonetmelik, Avrupa Birligi mevzuatina uygun olarak siirekli glincellenmis, en son giincelleme

2015 yilinda yapilmistir (Anonim 2015b).

Yonetmelige gore, veteriner tibbi tiriin kullanima ile ilgili olarak;
e Ruhsatsiz iirlinlerin satigini, bulundurulmasini ve hayvanlara uygulanmasini yasaklar,
e Ruhsatsiz bir iirlin uygulanmis hayvanin, tiiketim amacl olarak bulundurulmasini,
kesilmesini ve islenmesini yasaklar,
o Herhangi bir madde uygulanmig bir hayvanin, yasal arinma siiresi dolmadan, tiiketim

amagli kesimini, tedarikini ve satisini1 yasaklar,
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o Ruhsatsiz bir madde igeren hayvansal iiriinlerin veya yasal arinma siiresine uyulmadan
kesilen hayvanlardan elde edilen hayvansal iiriinlerin tiiketim amagli satisin1 yasaklar,

e Resmi numunelerin analizinin saglanmasi ve numunelerin alinmasi igin, yetkili
memurlarin giiclendirilmesi,

e Hayvanlari muayene etmek ve gozlemlemek amaciyla yetkilendirilmis memurlarin
giiclendirilmesi,

e Suglar, cezalar ve denetimlerin saglanmasi,

o Spesifik istisnalar ve savunmalar

o Isletmelerin sorumluluklari,

o Kayitlarin tutulmasi ile ilgili gereksinimlerin belirlenmesi gibi maddeleri

kapsamaktadir.

2.5.Gida Uriinlerinde Siilfonamid Kalintilarinin Insan Saghgma Etkileri

Siilfonamid kullananlarin %5’inde alerjik etki ortaya cikar. Istenmeyen etkilere, uzun
etki eylem siireli siilfonamidler daha fazla neden olurlar (siilfadoksin gibi). Bu etkiler, deri
dokiintiileri, 1518a duyarlilik, ates, tritiker, kusma, yemek yeme isteginde azalma ve idrar
yollart sorunlaridir. Ayrica stomatit, konjoktivit, artrit, eksfolyatif dermatid, poliarterisis
nodoza, Steven Johnson sendromu ve psikozlar da oldukga siktir. Idrarda ¢okmeden
kaynaklanan kristaliiri, hematiiri, titkanma gibi {riner sistem bozukluklar1 yapabilirler.
Ozellikle siilfonamidlerin asetil tiirevleri asidik ortamda suda az erir ve ¢okebilirler. Iyi
eriyenlerde (sulfisoksazol ve trisulfaprimidin gibi) bu etki azdir. Bobrek yetersizligi olanlarda
doz ayar1 gerektiren ilaclardandir (Sagduyu 1990). Siilfonamidlerin ¢okme Ozelliklerini

metanamin bilesikleri arttirirlar.

Siilfonamidlerin hematopoetik sisteme olumsuz etkisi vardir. Hemolitik aplastik tipte
anemi, graniilositopeni, trombositopeni ve l0komoid tepkimeler bunlardan bazilaridir.
Eritrositlerinde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz yetmezligindeki kisilerde hemolitik tepkimeler
goriliir. Bunlardan baska mental bozukluklar, periferik norit, hepatit, karaciger nekrozu, akut
sar1 karaciger atrofisi, yiiksek dozdan hipoglisemi az olmakla beraber goriilebilen istenmeyen
etkilerdir (Sagduyu 1990). Toksik epidermal nekroliz sendromu, fotosensivite, hematopoetik
bozukluklar, porfiria, hiperbilirubinemi ve kernikterus baslangici, tiroid toksisitesi gibi
hastaliklar1 tasiyan hastalarda, siilfonamidlere maruz kalmalari durumunda hastaliklarinin

seyrinde olumsuzluklar goriilebilmektedir (Wang ve ark 2006).
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Siilfametazin veya siilfadimidinin deney farelerinde tiimor olusuma neden oldugu
raporlanmistir. Ayrica tiroid bezinde toksik etkileri oldugu cesitli kanitlar ile sunulmustur

(Samanidou ve ark 2008).

2.6. Siilfonamid Kalintilarinin Tespitinde Kullanilan Metotlar

Kalint1 analizlerinde kullanilan metotlar dogru, pratik, zaman ve fiyat olarak ekonomik
olmali ve kalintilar1 (MRL) diizeylerinin altinda tespit edebilmelidir. Siilfonamidlerin tespiti
kromatografik metotlara ve bakteriyel bliyiime inhibasyonuna dayanir. Gegmisten giiniimiize

silfonamidlerin kalint1 analizleri,

Enzim ilintili immiin test (Elisa) (Franek ve ark. 1999; Shelver ve ark. 2008),
Mikrobiyal testler (Weiss ve ark. 2007),
o Charm I testi (Bogdanov 2003),

. Kapiler elektroforez (Garci’a ve ark. 2009),

o ince tabaka kromatografisi (TLC) (Thomas ve ark. 1983),

o Yiiksek-performans sivi kromatografisi (HPLC) (Malintan ve Mohd 2006),
o Gaz kromatografisi (GC) (Chiavarino ve ark. 1998),

o Sivi kromatografi (LC), (Wang ve ark. 2006),

. Gaz kromatografi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) (Reeves 1999),

. Sivi kromatografi/kiitle spektrometrisi (LC/MS) (Fuh ve Chan 2001),

ve LC/MS/MS (Chai ve ark. 2008; Forti ve Scortichini 2009; Verzegnassi ve Stadler
2002) metotlar1 kullanilarak yapilmaktadir.

2.6.1.Enzim Ilintili Immiin Test (Elisa)

Eliza yonteminde hedef molekiile 6zel gelistirilmis antikorlar kullanilir. Yiiksek
ozgiilliige sahip olup oldukg¢a hassastir. Giivenilirligi yiiksek, pratik bir yontem olup, kisa
zamanda fazla sayida numune analizi miimkiindiir. Fakat dogrulama kromatografik olarak

saglanmalidir (Wang 2006).

2.6.2.Mikrobiyolojik Yontemler
Mikrobiyolojik yontemler indikatér olarak siilfonamidlere duyarli bakterilerin
kullanimina dayanir (Dmitrienko ve ark. 2014). Bakterilerin gelisimi baskilandigi zaman

stilfonamidlerin varligindan bahsedilir. Bu yontemde agar-difiizyon metodundan elde edilen
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inhibisyon plotlar1 ile kalint1 varligi saptanir. Test mikroorganizmalar1 Streptococcus,
Micrococcus ve aerobik spor olusturan bakterilerdir. Mikrobiyolojik metot siit drneklerinin
stilfonamid ve antibiyotik igeriklerinin enzim immiinolojik (Blanzick ve ark. 2011) veya
HPLC (Chung ve ark. 2009) ile belirlenmesinden 6nce goriintiilemede kullanilabilir. Charm 11

bu prensibe dayanan bir analiz yontemidir.

2.6.3.Biyosensorler

Gidalarda  kalinti  tespitinde  elektrokimyasal ve  optik  biyosensorler
kullanilabilmektedir (Huet ve ark 2010). Maliyeti diisiik ve basit olmalarindan dolay: rutin
saha caligmalarinda kullanilabilirler. Fabrikasyon iiriinii olup ¢esitli baskilama yaklagimlariyla
tiretilen elektrokimyasal sensorler siilfonamidlerin dedeksiyonunda kullanilabilir (Conzuelo

ve ark. 2013).

2.6.4.Elektroforetik yontemler

Elektroforez, bir¢ok uygulamada etkin bir analitik tekniktir. Ancak ilag¢ analizi gibi bir
alanda ¢ok daha genis bir uygulamasi vardir. Gidalarda siilfonamidlerin belirlenmesinde yakin
zamanda birgok metodu uygulanmistir (Cafias ve ark. 2014). Basitlik, yiiksek verimlilik, kisa
analiz siiresi, kiiciik numune ve az tampon ¢ozelti hacimleri gibi avantajlara sahiptir. Bununla
birlikte, kapiler elektroforezin kisa optik yolu nedeniyle UV dedektor kullanilirken sinirl
duyarliliga sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, klasik UV-goriiniire kiyasla daha iyi bir
duyarlilik saglayan lazer uyarmali floresans (LIF), elektrokimyasal tespit (ED),
kemiliiminesans (CL), elektrokemiliiminesans (ECL) ve MS tespiti gibi kapiler elektroforezin

stilffonamid belirleme i¢in diger yaygin tespit modlari kullanilmaktadir (Perez ve ark 2012).

2.6.5.Kromatografi

Kromatografi, oncelikle bir ayirma teknigi olmasina ragmen cogunlukla kimyasal
analizlerde kullanilmaktadir. Kromatografi muhtemelen en giiclii ve cok yonlii analiz
teknigidir. Tek bir proses basamaginda hedef bilesenler bir karisimdan tek tek ayrilabilir ve
her birinin miktar1 belirlenebilir. Kromatografik olarak analiz edilecek 6rnekler gaz, sivi ve
kat1 fazda iki enantiyomerden oldukga farkli kimyasal yapilari igeren ¢ok bilesenli karisimlara
genis bir aralikta olabilirler. Kromatografiyi etkili bir yontem olarak 1903 yilinda tanimlayan
ilk bilim insan1 Rus botanik¢i Mikhail Tsvett’dir (Ettre ve Sakodynski 1993). Tswett, bir dizi
bitki pigmentini ayirmak i¢in sivi-kati kromatografinin basit bir formunu kullanmistir.

Adsorbent yataginda irettigi renkli bantlar (bitki pigmentleri), kromatografinin temelini
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olusturmustur. Yani bir hareketli (mobil) faz ve duragan bir fazi tanimlamistir. Ancak Tswett
tarafindan acgiklanan bu yontem 1930'larin sonlarinda ve 1940'larin basinda goz ardi edilerek
bilim ve teknolojide kullanilmaz. Bu tarihlerde Martin ve Synge, asetil aminoasitleri
birbirinden ayirmak igin sivi-sivi kromatografisini kullanmistir. Burada, sabit faz olarak
silikay1, hareketli faz olarak suyu kullanmistir. Bu sayede sivi kromatografinini temeli
olusmustur. Martin ve Synge bir makalelerinde, hareketli faz olarak gazin kullanimiyla
ayrismanin daha hizli ve etkin oldugunu agiklamislardir. Bu gaz kromatografisinin ilk kez bu
makalede ifade edilisidir. Ayrica Martin ve A.T. James 1941 yilinda yayinladiklar1 bir
makalede ise HPLC’yi ilk kez aciklamistir. Bu agiklamalardan 20 yil sonra 1960’larda
kromatografi etkin bir seklide kullanilmaya baslanmistir (Scott 2003).

Kromatografi, ayrilma mekanizmalarina, uygulama bi¢imine ve faz tiplerine gore
siiflandirilir. Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandirilan kromatografi tekniklerine 6rnek
olarak adsorbsiyon, dagilma, iyon degistirme, molekiiler eleme, iyon c¢ifti, afinite
kromatografisi verilebilir. Uygulama bi¢imine gore ise, diizlemsel kromatografi ki bunlar
kagit ve ince tabaka kromatografisi ve kolon kromatografisi yani gaz ve sivi kromatografisi
seklinde siniflandirma s6z konusudur. Faz tipine gore ise kromatografi, sivi-sivi, sivi-kati,

gaz-kat1 ve gaz-sivi seklinde siniflandirilir (Coskun 2016).

Ayrilma mekanizmalarina gore kromatografi,

Adsorbsiyon kromatografisinde ayirim, karigimi olusturan farkli bilesiklerin sabit faz
yiizeyinde degisik derecede adsorbe olmalari ilkesine dayanir. Sabit faz kati, hareketli faz siv1
veya gazdir. Silika jel, aliimina gibi absorban maddelerin yiizeyi sabit faz1 olusturur. Hareketli
faz, adsorban iizerinde hareket eder.; bilesenler kati1 ylizeyde farkli derecelerde adsorbe
olurlar. Bir maddenin tutunma giicii, molekiiliindeki fonksiyonel grup tiiriine ve sayisina bagl
olup, farkli maddeler kolonu farkli zamanlarda (alikonma zamani) terk eder (Trathningg ve
ark. 2004).

En yaygin kullanilan HPLC tipi dagilma kromatografi olup burada, durgun faz,
hareketli faz ile karismayan ikinci bir sividir. Gegmiste, bu yontem orta Slgekte kiigiik mol
kiitleli (genellikle < 3000), iyonik olmayan polar bilesiklere uygulanmistir. Fakat yakin
zamanlarda, tlirevleme ve iyon-¢ifti olusturma yontemleriyle, iyonik bilesikler de dagilma

temelinde ayrilabilmektedir (Kili¢ ve Yilmaz 2013).
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Maddelerin iyonik gruplart ile iyon degistiricideki iyonik gruplarin esdeger
miktarlarinin  karsilikli yer degistirmesi esasina dayanan kromatografi iyon degistirme
kromatografidir. Iyon degistirme kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya
katyon aktarmasina gore sirasiyla anyon degistirme kromatografisi veya katyon degistirme
kromatografisi olarak adlandirilir. Iyonlarin (katyon-anyon) yer degistirmesine dayanan bu
kromatografi, inorganik iyonlarin, proteinlerin, peptidlerin ve aminoasitlerin ayrimi icin

olduk¢a uygundur (Anonim 2016).

Jel gecirgenlik veya jel siizme kromatografi adi verilen boyut eleme kromatografi,
ozellikle yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanabilen bir tekniktir. Dolgu maddeleri, kimyasal
olarak inert olan, ¢dziinen madde ve ¢oziicli molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizgiin bir
gozenek ag1 igeren kiiciik boyutlu silis veya polimer partikiillerden meydana gelmistir.
Ayirma ornek bilesenlerinin molekiil biiyiikliiklerine gore olur. Dolgu maddesinin gézenek
biiyiikliigii ve 6rnekte bulunan molekiillerin boyutu alikonma siiresini etkiler (Skoog ve ark.
1998).

2.6.6.S1iv1 kromatografi/kiitle spektrometrisi (LC/MS)

S1vi kromatografi bir ayirma teknigidir. Biitiin analitik ayirma yontemleri arasinda en
yaygin kullanilandir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin baslica sebepleri, duyarliligi,
dogru nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, otomasyon kolayli1 ugucu olmayan ve
sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de 6nemlisi
endiistriyi, bircok bilim dalin1 ve halki yakindan ilgilendiren maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; aminoasitler, proteinler, niikleik asitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoitler, pestisitler, antibiyotikler, steroitler,
metal-organik tiirler ve gesitli anorganik bilesikler de sayilabilir (Snyder ve Kirkland, 2003).
Bir sivida ¢6ziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kati bir
destek tizerindeki sabit faz ile farkl etkilesmelere girerek, kolon icinde degisik hizlarda
ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve bdylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada
tastyict faz (hareketli faz veya mobil faz) olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek
akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak gerceklesmektedir. Ayrilan
bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tesbit edilip miktariyla orantili olarak
kaydedilir. Yiiksek hizda gerceklestirilen ayirmalarin yapildigt sivi kromatografi sistemlerine,
Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) denir (Jones 2000). Sekil 2.9’da tipik bir sivi

kromatografi cihazinin 6nemli bilesenleri sematik olarak gésterilmistir.
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Sekil 2.9 Sivi kromatografi cihazinin sematik goriintiisii (Kilig ve Y1lmaz 2013)

Hareketli faz, 6rnek ve sabit faz arasindaki etkilesimlerin ayarlanabilmesi i¢in farkl sekillerde
uygulanabilir;

e Izokratik Uygulama: Bilesenler sabit bilesimli tek bir ¢oziicii ile siiriiklenir. Tiim
bilesenler kolonda ayni anda, farkli hizlarda go¢ ederler.

e Gradient Uygulama: Polarliklar1 birbirinden farkl: iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicti
sistemlerinin kullanildig1 tekniktir. Coziicii bilesimi siirekli veya basamakli olarak
degistirilir.

e Politipik Uygulama: Karisik tip kromatografilerde tercih edilir. Coziicii sistemlerinin

analiz sirasinda degistirildigi uygulama bigimidir (Seto ve ark. 2002).

2.6.6.1.Pompalama sistemi

Sivi kromatografik pompalar1 i¢in gerekli ozellikler sunlardir: (1) 400 atm’e kadar
basing tiretimi (2) vuruntusuz basing ¢ikist (3) 0,1-10 mL/dk araliginda akis hizlar1 (4) % 0,5
veya daha iyi bir bagil akis tekrarlanabilirligi (5) cesitli coziiciilere karst korozyon
dayanikliligidir (Ardrey 2003).
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2.6.6.2.Enjeksiyon sistemleri

Pek ¢ok modern kromatografi cihazinda otoenjektorler bulunur. Bu aygitlar numune
kaplarindan sira ile numune alarak LC kolonuna enjekte edebilir. Boyle aygitlarda da numune
alma sarimlar1 ve 1 pL- ImL araliginda istenen hacimde numunenin enjeksiyonu i¢in uygun
bir siringali pompa bulunur. Bunlarin bazilarinda, sabit sicaklik numune bolmeleri de vardir.
Bunlarin bir¢ogu programlanarak LC sistemine gozetimsiz olarak otomatik numune girisi de

saglayabilir (Kili¢ ve Yilmaz 2013).

2.6.6.3.Kolonlar

Stvi kromatografi kolonlarinin ¢ogu icinden gecen mobil faza karsi korozyona
dayanikli, krom-nikel-molibden karisimi paslanmaz gelikten yapilmislardir. Bu kolonlarin i¢
caplart 0,3-5mm; uzunluklari 500mm’den 250m’ye kadar degismektedir. Kolon ug
baglantilari, giriste kolonun enjektore baglanmasinda, ¢ikista ise dedektore baglanmasinda
kullanilir. Kolonlar kiiclik, homojen, gozenekli partikiillerle doldurulur. Bu partikiillerin
yiizeyleri sabit fazla kaplanmistir. Bu yap1 sayesinde kolonlar madde gecisini zorlastiracak bir

yap1 kazanirlar (Burtis ve Ashwood 2005).

Boyutlar1 ve i¢ dolgusu bakimindan farkli ¢ok ¢esitli tipte hazir kolonlar vardir;

Analitik Kolonlar: Sivi kromatografisi kolonlarinin ¢ogunun boyu 5-25 cm, i¢ ¢ap1 3-5 mm
ve kolon dolgu maddesinin biiyiikliigii 3-5 pm arasindadir. Normalde kolonlar diizgiindiir ve
gerektigi yerlerde kolonlarin birbirine eklenmesiyle kolonun boyu artirilabilir.

Son yillarda daha kii¢iikk boyutlarda yiiksek hizli ve yiiksek performansli kolonlar
tiretilmektedir. Bu kolonlarmn i¢ ¢apt 4,6 mm, tanecik biiyiikligii 5 pm ve boyu 10-15 cm
arasindadir (Kili¢ ve Yilmaz 2013).

Emniyet Kolonlari: Analitik kolonun Omriinii artirmak icin analitik kolondan 6nce kisa
kolon yerlestirilir. Bu kolonun gorevi partikiil halindeki maddeleri, ¢oziicli igindeki yabanci
maddeleri tutmak, numune i¢inde bulunan ve dolgun fazda tersinmez olarak baglanan
bilesenleri tutmaktir. Ayrica hareketli fazi, durgun faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii

kaybini en aza indirmektedir (Cengiz 2011).
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2.6.6.4.Dedektorler

Siv1 kromatografi dedektdrleri sivi akiglardaki diisiik analit derisimlerini 6l¢mek {izere
uyarlanmis geleneksel analitik cihazlardir (Scott 1996). Sivi kromatografi dedektorleri temel
olarak iki tiptir. Yi18in 6zelligi dedektorleri, hareketli fazin kirilma indisi, dielektrik sabiti
veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilen y18in Ozelliklerine cevap veren
dedektorlerdir. Bunun tersine, analit 6zelligi dedektdrleri, analitin UV absorbansi, floresans

siddeti veya difiizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadig1 baz1 6zelliklerine cevap veren

dedektorlerdir (Ramni ve ark 2011).

UV-goriiniir 151n absorpsiyon dedektorleri: Absorbans dedektorlerinin biiyiik bir kismi
¢ift-1s1n yolludur ve bu isinlardan birisi eliient hiicresinden gecerken, digeri bir referans
demettir. Daha sonra bu iki 1s1min siddetinin karsilastirilmast amaciyla, birbiriyle 6zdes
fotoelektrik dedektorler kullanilir. Tek-isin demetli cihazlar da vardir. Burada, ¢oziicii
sisteminin siddet Olgilimleri, bir bilgisayarin hafizasinda tutulur ve sonunda absorbansin

hesaplanmasi i¢in bu degerler tekrar kullanilir (Kilig ve Yilmaz 2013).

Floresans dedektorler: Bu sistemlerde 45° 90° ve 135° agilarla yerlestirilmis uyarici
151k kaynagi bulunduran bir fotoelektrik dedektdér mevcuttur. Dedektorlerde, uyarici 1sik
kaynagi olarak civa lambasi veya ksenon lambasi ve yayilan 1ginlarin belli bir bandini izole
etmek i¢in bir veya birka¢ filtre kullanilir. Floresans 1simasini izole etmek igin optik agh
monokromator kullanir. Lazer uyarmali floresans yontemi de yiiksek segiciliklidir. Floresans
dedektorler, floresans 6zelligi bulunan numunelerdeki bilesiklerin ayrilmasi ve tayini i¢in sivi
kromatografide ¢ok kullamilirlar. Ilaglar, dogal iiriinler, klinik numuneler ve petrol iiriinleri

gibi floresans 6zelligi olan bilesiklerin analizinde siklikla kullanilmaktadir (Scott 1996).

Kirilma indisi dedektorde; ¢oziicii, kolona giderken hiicrenin bir yarim bélmesinden
gecer; eluat ise, daha sonra diger bolmenin i¢inden geger. Bu iki bélme, iki ¢ozeltinin kirilma
indisi birbirinden farkli ise, gelen 1s1n, kirilacak sekilde uygun bir agida yerlestirilmis bir cam
plaka ile ikiye ayrilmistir. Fotoduyarli dedektoriin yilizeyine gelen 1s1n demetinin yolundan
sapmasl, ¢ikis sinyalinin degismesine sebep olur; bu degisiklik yiikseltilerek kaydedediginde
kromatogram elde edilir (Kili¢ ve Y1lmaz 2013).

Buharlastirmali 1s1k sagilim dedektorleri: Kolondan ¢ikan ¢ozelti, bir sislestirici

icinden gegirilmekte ve burada azot veya hava akimi ile ¢ok ince sis haline
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doniistiiriilmektedir. Kiigiik damlalar daha sonra, hareketli fazin buharlastig1 ve tayin edilecek
maddenin ¢ok kiiclik taneciklerinin olustugu sicaklik kontrollii siiriikleme borusuna
gonderilir. Tayin edilecek maddenin olusturdugu tanecik bulutu, daha sonra bir lazer 151n
demetinin i¢inden gegirilir. Akis yoniine dik agida sagilan 1sinlar bir silisyum fotodiyot ile

Olciiliir (Kilig ve Yilmaz 2013).

Bu tip dedektoriin baslica iistiinliigii, ugucu olmayan biitiin analitlere yaklasik olarak
ayni cevabi vermeleridir. Ayrica kirma indisi dedektoriinden c¢ok daha duyarlidir.
Gozlenebilme sinir1 0,2 ng/uL kadardir. Hareketli fazda sadece ugucu maddelerin bulunmasi

sart1 bu dedektoriin baslica dezavantajidir.

Kiitle spektrometrik dedektorler: Aywrma ve dedeksiyonda LC ve Kkiitle
spektrometrinin birlestirilmesi ideal bir igbirligi saglanmasi oldukc¢a gii¢ bir islemdir. Ciinkii
kiitle spektrometri icin gaz halde bir numune gerekirken, LC, tamamiyla sivi fazh
kromatografik temellere dayanmaktadir. Bu nedenle kiitle spektrometresinden Once

¢oziiciiniin buharlastirilmasi gerekmektedir (Ardey 2003).

Coziiciiyli uzaklastirma ve LC kolonuyla MS arayiiziinii olusturma amagli ¢esitli
diizenekler gelistirilmistir. En yaygin yaklasim atmosferik basingta diisiik akis hizl
iyonlastirma saglayan bir tekniktir (Ho ve ark. 2003). En yaygin iyonlastiricilar, elektrosprey
iyonlastiricilar (ESI) ve atmosferik basingta kimyasal iyonlastiricilardir (APCI) (Anonim
2013c). HPLC ile ESI MS genis kullanim alani bulan yiiksek segicilik ve hassasiyete sahip
cihazdir (Moriwaki 2016). LC/MS sistemlerinde, ayrilan tiiriin, geleneksel HPLC’de oldugu
gibi, sadece alikonma siiresini kullanmak yerine, parmak izi kadar gilvenilir kiitle
spektrumunu elde etme iistiinliigii vardir. Bu birlesme sayesinde, ayrica mol kiitlesi, yapisal
ayrintilar ve giivenilir nicel analiz sonucu elde edilebilir Tipik bir LC/MS sisteminin blok

diyagrami Sekil 2.10°da goriilmektedir.
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Sekil 2.10 LC/MS sisteminin blok diyagrami (Kili¢ ve Yilmaz 2013)

2.7 Kiitle Spektrometrenin Kullamldig ikili Teknikler

Molekiillere carpan elektronlar sonrasinda olusan iyonlar oldukc¢a fazla ve farkli m /z
degerlerine sahiptir. Bu nedenle hassasiyeti diisiik bir kiitle spektrometrenin kullanimi, bu
fazla ve farklt m /z degerlerinin ayristirilmasi ve analiz edilmesi ic¢in olduk¢a siirlidir.
Bundan dolay1 kiitle spektrometreler baska ayirma yontemleriyle (6zellikle kromatografik)
kombine edilerek daha hassas ve segici sistemler olusturulmustur. Bunlar gaz
kromatografi/kiitle spektrometre, gaz kromatografi/kiitle spektrometre/kiitle spektrometre
(tandem kiitle spektrometre), sivi kromatografi/kiitle spektrometre, sivi kromatografi/kiitle
spektrometre/kiitle spektrometre (tandem kiitle spektrometre) kapiler elektroforez/kiitle
spektrometre ve kiitle spektrometre/kiitle spektrometre (tandem kiitle spektrometre)

seklindedir (Matz ve ark. 2002).

2.8.Kiitle Spektrometre

Gaz fazindaki iyonlarin, kiitle, yiik, yap1 ve/veya fizikokimyasal 0&zellikleri
kullanilarak analitik karakterizasyon teknigine kiitle spektroskopisi, bu teknigi gergeklestiren
cihaza da kiitle spektrometre denir (Kermit ve ark. 2013). Bu teknikte molekiiller art1 ya da
eksi yiiklil iyon haline getirilerek bu iyonlarin kiitleleri; kiitle/yiik oran1 olarak belirlenir. Bu
sayede, kimyasal maddelerin elemental analizleri, organik (basit, makro ve supramolekiiller,
polimerler vb) ve biyolojik (protein, DNA, RNA, karbonhidrat, yag, steroid vb.)
molekiillerinin dizilimlerinin belirlenmesinde, kimyasal yapis1 bilinmeyen maddelerin nitel ve

nicel analizlerinde, atom/izotop oranlarinin tespitinde miimkiin olmaktadir (Gross 2004).
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Kiitle spektrometrelerde, molekiilin kimyasal baglarin kirilmasi pozitif iyonlarin
olusturulmasi i¢in 30-100 eV araliginda enerji uygulanir. 30-100 eV araliginda enerji yiiklii
elektronlar ile analiz edilen molekiiller arasindaki garpismalar molekiilii aktive edecek
enerjiyi transfer ederler. Uyarilmis molekiiliin kararli temel hale gegmesi igin
termodinamiksel kararli faza geginceye kadar parcalanma seklinde olur. Haliyle molekiiler
seviyede kararli ancak kiigiik iyon molekiiller olusur buna kismi denge teorisi denir (The

quasi-equilibrium theory, QET) (Lorquet 2000).

Elektron bombardimaniyla olusan pozitif iyonlar, kiitle spektrometrenin slit
araligindan gegctikten sonra detektore diiserler. Kiitle/yiik oranina (m/z) gore dedektor voltaj
degerleri bir ekranda kiitle spektrumu olarak goriintiilenir. Bu bolgeler, vakum ortamindadir.
Kiitle spektrometrenin optik yontemlerin ¢ogunda bulunmayan niteliklerinde birisi de,
dedektore kadar olan tiim sistemlerin diisiik basing (1,3E-7 —1,3E-11 bar) altinda olmasidir;
hassas vakum sistemleri kiitle spektrometrelerin en onemli kismuidir. Her spektrumda en
biiyiik olan pik temel pik olup, en biiyiikk olmasi1 nedeniyle %100 olarak kabul edilir. Diger
piklerin yiikseklikleri, baz alinan %100’liik pike oranlanarak yiizde cinsinden belirlenir. Bu
slireg modern kiitle spektrometrelerinde bir otomasyona dokiilmiis olup, yazilimla temel pik

belirlenmekte ve diger pikleri bu temel pike gore belirlenmektedir (Chapman 1993).

2.8.1.1yon Kaynaklar1
Kiitle spektroskopisinde analiz edilen molekiiller, analiz edilmeden, filtreleme,
Ozgiillestirme ve yiiksek hassasiyet geregi 6nce iyon kaynaginda iyonize edilirler (Hoffmann

ve Strooobant 2007).

Iyonlagmada en énemli husus iyonizasyon siireci boyunca molekiillere aktarilacak i¢
enerji ve iyonize olabilen analitin fiziko-kimyasal 6zellikleridir. Baz1 iyonlastirma teknikleri
cok enerjiktir ve genis par¢alanmaya neden olmaktadir. Ozellikle gaz kromatografi kiitle
spektroskopisi tekniginde oldugu gibi. Elektron iyonizasyonu, kimyasal iyonlasma ve alan
iyonizasyonu sadece gaz fazi iyonlagmasi i¢in uygundur ve bu nedenle bunlarin kullanimi
yeterince ugucu ve termal olarak kararli olan bilesiklerle sinirlidir (Gross 2004). Diger
teknikler daha az enerjik olup, sadece molekiiler yapilarin iyonlarini iiretir. Bu teknikler,
termal olarak kararsiz veya yeterli buhar basincina sahip olmayan bilesikler i¢in uygundur.
Sivi kromatografi kiitle spektroskopisi tekniginde oldugu gibi. Bu iyon kaynaklar1 siv1 faz

iyon kaynagi ya da kati hal iyon kaynaklaridir. Siv1 fazli iyon kaynaklarinda analit ¢ozelti
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halindedir. Bu ¢ézelti, nebiilizasyon yoluyla iyon kaynagma damlaciklar halinde girerler. Iyon
kaynaginda, atmosfer basincinda iyonlar iiretilir. Elektrosprey, atmosferik basingli kimyasal

iyonizasyon ve atmosferik basingli fotoiyonizasyon bu iyon kaynaklarindadir (Binici 2014).

Kiitle spektrometresinde, uygulanan molekiilleri gaz iyonlar sekline donistiiren

iyonizasyon kaynaklari su sekildedir:

Ucucu bilesikler i¢in;
e Elektron Etki Iyonizasyon (EI),
e Kimyasal Iyonizasyon (CI): Pozitif kimyasal iyonizasyon (PCI) ve negatif kimyasal
iyonizasyon (NCI).

Ugucu olmayan bilesikler igin;
e Hizli atom bombardimani (FAB),
e Atmosferik Basing Iyonizasyon (API),
e Matriks yardimiyla lazerle desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) (Anonim 2017b).

2.8.1.1. Atmosferik Basinc Iyonizasyon

Atmosferik Basing Iyonizasyon sivi kromatografi- kiitle spektrometresi icin kullanim
alam yaygin olan bir iyonizasyon teknigidir. Iyonizasyon vakum sisteminin disinda meydana
gelir. Ornegin ¢ozelti halinde olmas:1 gerekir. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve atmosferik
basingli kKimyasal iyonizasyon (API/APCI) olmak iizere iki tip atmosferik basing iyonizasyon

vardir.

2.8.1.2.Elektrosprey iyonizasyon (ESI)

Literatiirde elektrosprey iyonizasyon, ESI veya ES olarak kisaltilir. Ancak genellikle
ESI kullanimi tercih edilmektedir. ESI'nin kullanilabilirliginin basaris1 Fenn ve ark. (1989)
tarafindan molekiil agirligi 130.000 Da kiigiik proteinlerin analizinde gosterilmistir (Fenn ve
ark. 1989). Bu iyonizasyon teknigi zellikle protein ve biyopolimerlerde kullanildigi gibi
ayrica polar kii¢iik molekiillerde de kullanilmaktadir. ESI oldukga yiiksek hassasiyete sahip

bir iyonizasyon teknigidir.
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ESI, kilcal bir tiipten gecen diisiikk miktardaki akisa (normal olarak 1-10 pl min™)
atmosferik basing altinda giiglii bir elektrik alan1 uygulanmasiyla olusturulur. Elektrik alani,
3-6 kV'luk bir potansiyel farka sahiptir (Loo ve ark 1989). Olusan elektrik alan1 10° Vm™dir.
Sekil 2.11°de elektrosprey iyon kaynagi gosterilmistir. Kapilerdeki sivi (¢ozelti) bu elektrik
alana maruz kalarak uyarilir. Bu uyarilma ile sivi olduk¢a yiiklenmis damlacik formuna
doniismektedir. Diisiikk hizda koaksiyal akan inert gazda olusan spreyin dagiliminin
sinirlanmasina olanak tanimaktadir. Damlaciklar verilen voltaj ve ylizey gerilimlerine bagh
olarak belirli bir voltaja sahiptir. Ornegin bu su icin 4 kV, asetonitril i¢in 2,5 kV,
dimetilsiilfoksin i¢in 3 kV’tur (Kebarle ve Tang 1993).

N2 (80 C)
36KV 4 | Nozil
| | hj e
| Kepge Analizér
Elektrosprey /1/ »
Metalike K apiler
Y
Lens Pompa
N2 (B0 C)

Sekil 2.11 Elektrosprey iyon kaynagi sekli (Hoffmann ve Stroobant 2007)

2.8.1.3.Atmosferik Basin¢ Kimyasal Iyonizasyon (APCI)

Bu iyon kaynaginda numune atmosferik basingta iyonize (API) olur ve sonrasinda
iyonize olan numune sonrasinda kiitle spektrometreye girer. Kiitle analizorii ise oldukca
yilksek vakum altinda caligsmaktadir (10 torr). Atmosferik bir basmg ortami olan iyon
kaynagi kompartimani sonrasi yiiksek vakumlu kiitle analizérii kompartimaninda yiiksek
vakum saglanmak zorundadir. Bu zorunluluk olduk¢a 6nemli bir problemdir. Bu problem,

diferansiyel pompa sistemi kullanilarak ¢oziiliir. Iyon kaynagi ve analizér arasinda vakum
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bolmeleri konulur. Bu bolmeler ¢ok kiigiik orifisli lenslerle birbirine baglanir (Bruins 1994)

Bu bélmelerde basing, kademeli olarak vakum pompalariyla diisiiriiliir (Sekil 2.12).

Atmosfer basincinda ¢alisan bir iyon kaynagi, uygulamarda pek kullanish degildir. Bu
nedenle API yerine kontrolli kosullar altinda pirolize edilen numunelerin MS analizi,
atmosfer basincinda kimyasal iyonizasyon (ACPI) kullanmaktadir. Atmosferik basingh
kimyasal iyonizasyon ile pnomatik nebiilizér arabirimini kullanan g¢evrimi¢i LC-MS, cok
kararsiz olmayan orta derecede kutuplu numuneler i¢in uygundur. Oldukga polar, termal
kararli, iyonik numuneler ve biyopolimerler i¢in son yillarda, atmosferik basingli kimyasal

iyonizasyon kimya, eczacilik ve biyoteknoloji alanlarindaki problemler i¢in standart bir araca

doniistiirilmiistir.
1. Basamak 2. Basamak Vakum Basamag
Kaynak J )
Gaz ve [yonlar —— —> Iyonlar
1 Atm 1 Totr <10E-3 Torr <10E-5 Torr
Pompa Pompa Pompa

Sekil 2.12 Atmosferik iyon kaynagi (Hoffmann ve Stroobant 2007)

2.8.1.4.Matriks yardimyla lazerle desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI)

Matriks Yardimli Desorpsiyon (MALDI) yiiksek kiitle sayilarma ¢ikabildiginden
kullanim1 olduk¢a yaygin olan bir iyonizasyon yontemidir. Ornek, spesifik bir dalga
boyundaki kisa pulslu lazerden gelen 1sin1 absorblayan matriks iginde ¢oziliir, iyonlasir ve
kiitle analizorlerinde ekstrakt edilir. Zaman-yol bagimli kiitle spektroskopiyle (TOF, Time of
Flight MS) bilestirilerek kullanilir, fakat sivi kromatografisiyle uygun degildir (Lewis ve ark.
2000).

MALDI iki asamada gergeklesir. Ilk asamada analiz edilecek bilesik matris ad1 verilen

kiigiik organik molekiilleri iceren c¢oziiciide ¢oziindiiriilir. Bu molekiillerin lazer dalga
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boyunda kuvvetli bir absorbsiyona sahip olmas1 gerekir. Bu karigim analizden 6nce kurutulur.
Sonu¢ analit katkili matris kristallerinin kati eriyigidir. Analit molekiilleri matrisin her
tarafina gomiiliirler, bdylece birbirlerinden tamamen izole edilirler. ikinci adim, kiitle
spektrometresi kaynaginin i¢indeki vakum kosullar1 altinda gergeklesir. Bu asamada kati
eriyigin (solid solution) parcalar1 kisa siirede yogun lazer ile kaldirilir. Bununla beraber
lazerle 1g1nlama, matris molekiillerinin uyarilmasi yoluyla yogunlagmis fazda biiyiik miktarda
enerjinin birikimi ile kristallerin hizli bir sekilde 1sitilmasimi saglar. Hizli 1sitma, matrisin
lokalize bir sekilde sublimasyonuna, kristal yiizeyin bir boliimiiniin ablasyonuna, matrisin gaz
faz1 iginde genlesmesi, bozulmamis analitin genlesen matris plume igine siiriklenmesine

neden olur (Dreisewerd 2003).

MALDI diger lazer iyonlastirma tekniklerinden daha duyarlidir. Aslinda matris
molekiillerinin sayisi, analitin molekiillerinin sayisin1 asar ve bodylece analit molekiillerini
ayirir ve molekiiler iyonlarin goriinimiinii engelleyen 6rnek kiimelerinin olusumunu onler.
Matris ayrica, lazer darbesinin 6rnek hasarini asgari diizeye ¢ekerek lazerden analite enerji

aktariminin etkinligini arttirir. Boylece duyarlilik da artar (Hoffmann ve Stroobant 2007).

MALDI diger lazer iyonlastirma tekniklerinden daha evrenseldir. Lazer darbesini
adsorbe eden matris oldugundan 6tiirii analiz edilecek bilesigin sogurma oOzelliklerinden ve
boyutundan bagimsizdir. MALDI 100000 Da’dan fazla yiiksek molekiiler kiitleli analitlerin

desorbsiyon ve iyonizasyonuna izin verir (Spengler ve Cotter 1990).

2.8.1.5.Elektron Etki iyonlastirma

Kiitle analizlerinin ilk ornekleri elektron etki ile ortaya cikmistir. Bu teknikte, numune
yeterince buharlasabilecek bir sicakliga getirilir ve enerjik elektronlarla bombardiman
edilerek iyonlastirilir. Elektron iyonlasma tekniginde elektronlar isitilan bir tugsten veya
renyum telden yayilir ve yaklagik 70V’luk bir potansiyel tarafindan tel ve anot arasinda
hizlandirilir. Sekilde goruldugu gibi elektronlarin ve molekullerin yollar1 diktir ve yollar,
kaynagin merkezinde kesisir ve burada carpisma ve iyonlasma olur. Eger molekiiliin yiiksek
enerji seviyesinde bulunan elektronlarini, elektrostatik etkiyle koparabilecek bir enerji

aktarimi olursa, ilk urun tek pozitif yikli iyonlardir (Méark 1986).
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2.8.1.6.Kimyasal Iyonlastirma (CI)

Kimyasal iyonlasgtirmada numunenin gaz haline gelmis atomlar1 elektron
bombardimani ile iyonlastirilmis ¢ok miktarda baska bir reaktif gazin iyonlar ile ¢arpistirilir.
Bu amagla genelde pozitif iyonlar kullanilmaktadir, fakat zaman zaman, analitlerde
elektronegativitesi yiiksek atomlar varsa, negatif iyonlarla kimyasal iyonlastirma da
kullanilmaktadir. Kimyasal iyonlastirma, kiitle spektrometrelerinde kullanilan iyonlagtirma
yontemleri arasinda ikinci sirayr alir. Kimyasal bir iyonizasyon kaynaginda metan gibi bir
reaktif gaz, 1 torr kadar basingta, 6zel bir elektron demeti kaynagi i¢ine konulur. Ayni kaynak
igine, konsantrasyonu reaktifin 10°-10" kat: olacak sekilde ornek ilave edilir. Ornek
molekiillerinin elektronlar yerine reagent iyonlart ile c¢arpismasi sonucunda iyonlasma
meydana gelir. Baglangicta, elektron demeti reaktif gaz ile etkileserek CHs+ , CHas+ , CHa+,
Ha+, ve C,Hs+ gibi ¢ok sayida iyon olusturur (Knochenmuss 2002).

. Proton Transfer Iyonizasyonu

M analit molekiilii, iyonizasyon plazmasina girdiginde (plazma torgu), plazma fazinda
bulunan reaktif gaz iyonlart GH*, M molekiillerine proton transfer eder ve protonlanmis iyon
MH™y1 olusturur. Plazma kismen veya tamamen iyonlasmis gaz olarak maddenin dérdiincii
halidir. Maddeye, kati — sivi — gaz — plazma fazina geg¢mesi icin enerji verilmesi
gerekmektedir. Tyon kaynaginda reaktif gaza bu enerji verilmektedir. Kimyasal iyonlastirma
da en ¢ok kullanilan proses, proton transferidir. Plazma fazindaki GH" reaktif iyonunun M
analit molekiiliinii M" proton haline getirme egilimi M’nin proton afinite degeriyle belirlenir

(Hoffmann ve Stroobant 2007).

2.8.1.7.Alan Iyonlastirma

Alan iyonizasyonu (FI), gaz fazda molekiillerden iyon iiretmek ig¢in ¢ok giiglii
elektrik alanlari kullanan bir yontemdir. FI ucgucu ve termal kararli molekiil yapilarinin
tanimlanmasinda uygundur. Elektron iyonizasyon (EI) veya kimyasal iyonizasyon CI gibi
alan iyonlastirma (FI) da sadece gaz fazi iyonlagmasi i¢in uygundur. Bu nedenle numune EI
ve CI kaynaklarinda yaygin olarak kullanilan tekniklerle 6rnegin 1sitilabilen dogrudan bir
prob veya bir gaz kromatografisindeki siizlintli (eluat) kullanilarak FI kaynagina dahil edilir.
Bu iyonizasyon yonteminde kullanilan yogun elektrik alanlar1 genellikle emitor adi verilen bir
filaman ile birka¢ milimetre uzaktaki bir kars1 elektrot arasinda uygulanan 8-12 kV’luk bir
potansiyel farkiyla tiretilir. Gaz fazdaki 6rnek molekiilleri yiiksek pozitif potansiyelli emitor

yiizeyine yaklasirlar. Yizeydeki elektrik alani yeterince yogun oldugunda yani kuvveti
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yaklagik 10"-10®° Vem™e ulasirsa, 6rnek molekiiliinden elektronlardan biri  kuantum
tiinellemesi ile vericiye aktarilir ve sonucta radikal katyon M** olusur. Bu iyon emitor
tarafindan itilir ve negatif kars1 elektroda dogru akar. Kars1 elektrottaki bir delik, iyonun kiitle
analizorii bolmesine gegmesine izin verir. FI analite gore M** ve /veya MH" iyonlarinimn
olusumunu saglar. Protonlanmis molekiiler tiirlerin olusumu, ilk iyon ile emitoriin yilizeyine
yakin numune molekiilleri arasinda olusabilecek iyon-molekiil reaksiyonlarindan

kaynaklanmaktadir (Hoffmann ve Stroobant 2007).

2.8.1.8.Hizh Atom Bombardimam ve Sivi Sekonder Iyon Kiitle Spektrometresi

Ikincil iyon kiitle spektrometresi (SIMS), bir yiizey enerjik birincil iyon demeti ile
1sinlandig1 zaman yayilan ikincil iyonlari analiz eder (Vaeck ve ark. 1999). Cok diisiik akimli
birincil iyon demetleri bulunan iyon kaynaklari yiizey erozyonu iireten dinamik kaynaklarin
aksine numune ylizeyine zarar vermediginden statik kaynak olarak adlandirilir. Statik SIMS,
dinamik SIMS’den ziyade herhangi bir molekiile daha az zarar verir ve plazma desorbsiyonu
ile elde edilen spektrumlara benzer spektrumlar verir (Benninghoven ve Sichtermann 1978).
Bu teknik ¢ogunlukla katilarla birlikte kullanilir ve 6zellikle iletken yiizeyleri incelemek igin

kullanighdir.

2.8.1.9.Plazma Desorbsiyon

Bu iyonlastirma tekniginde, kii¢iik aluminize naylon folyo iizerinde biriken numune,
birka¢g mega elektron voltaj enerjisine sahip 252 Cf’lik fosfor parcalarina maruz birakilir.
Saniyede birkag bin par¢canin bombalanmasindan kaynaklanan sok dalgalari, nétr ve iyonlarin
desorbsiyonunu tetikler. Bu teknik 10000 Da’nin iizerinde iyonlarin gézlemlenmesine izin
vermistir (Mac Neal ve Mac Farlane 1981). Bununla birlikte giiniimiizde kullanimi siirlidir

ve esasen matris destekli lazer desorbsiyon iyonizasyonu ile degistirilmistir.

2.8.1.10.Lazer Desorbsiyon

Lazer desorbsiyonu gaz iyonlarin iiretilmesi i¢in etkili bir yontemdir. Genel olarak,
10°-10%° Wcmz‘ye kadar olan lazer darbeleri yaklasik 10210 cm?lik bir numune yiizeyi,
cogunlukla bir kati iizerinde odaklanir. Bu lazer atimlar1 malzemeyi yiizeyden kaldirir ve
ornek ylizeyin yakinindaki yogun buhar fazinda aralarinda reaksiyon gdsterebilen iyon ve notr
molekiillerin bir mikroplazmasini olusturur. Lazer darbesi hem buharlastirmayr hem de

numunenin iyonizasyonunu gerceklestirir (Hillenkamp ve ark 1990).
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2.9.Kiitle Analizorleri

Elektron bombardimaniyla iyon kaynaginda olusan farkli m/z oranina sahip iyonlar,
bu oranlarin niceligine gore kiitle analizorii tarafindan ayristirilarak detektére gonderilirler.
Hassasiyeti yiiksek kiitle analizorleri bu oranlarin niceliginin digiik farkliliklarim
ayristirabilecek niteliktedir. Ayrica kiitle analizorleri, kolayca olgiilebilir iyon akimlart elde
etmek icin yeterli sayida iyon gegisi saglayabilmelidir. Ancak hassasiyet ve gegirgenlik
birbiriyle zit iki kavramdir. Diger bir ifade ile yliksek hassasiyette diisiik gecirgenlik meydana
gelirken, yiliksek gecirgenlikte diisiik hassasiyet olugmaktadir. Bu nedenle kiitle
spektrometresinde analite 6zel hassasiyet/gecigenlik optimizasyonu yapilmaktadir. Manyetik
sektor analizorler, kuadrupol analizorler, ugus zamanli analizorler, iyon kapanlar1 olmak {izere

dort gesit kiitle analizorii vardir (Binici 2014).

2.9.1.Kuadrupol analizérler

Kuadrupol kiitle analizorleri, yalitkan seramik olup yapiya bagh dort adet metalik
silindirik ¢ubuktan olusan bir yapidir. Bu yapiya radyo frekanslh alternatif akim potansiyeli
uygulandiginda c¢ubuklar arasinda elektriksel olarak bir zit yliklenme ve potansiyel fark
olugmaktadir. Bu kuadrupol ¢ubuklar cifter olarak zit yiiklenirler (2’si pozitif, 2°si negatif).
Bu arada ¢ubuklara uygulanan akim ve alternatif akimpotansiyelleri, oranlar1 sabit tutularak
ayni anda arttirihir. Elektron garpismasi sonucu olusan yiiklii iyonlar, kuadrupol ¢ubuklara
carpar ve noétralize olurlar. Ancak kuadrupol ¢ubuklarina ait potansiyel farki nedeniyle olusan
Ozel bir titresim alani sayesinde iyonlarin dedektére yonlendirilmesini saglar. Bu sayede,
sinirli miktarda ve degerdeki m/z degeri tasiyan iyonlar dedektore ulasir (Rossi veSinz 2002).
Bir kuadrupol kiitle analizorii Sekil 2.13’de gosterilmektedir.

Dedektore

Kuadrupol —

cubuklari

P

iyonlar
Cikis Arahigi

Kararl
yorungeli iyon
Kaynak Araligi Kararsiz

yorungeli iyon

Sekil 2.13 Kuadrupol analizérii (Anonim 2009)
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2.9.2.Manyetik Sektor Analizorler
Manyetik sektdr analizorlerinde kalict miknatislar veya elektromiknatislar kullanilir;
bu miknatislar iyon kaynagindan gelen demete 180, 90 veya 60 derecelik acgilarla dairesel

hareket yaptirirlar (Sekil 2.14).
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iyon Yoriingesi Oyuk
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% S v 13
\\\ Segilen Iyonlar J

Faraday Dedektor
Sekil 2.14 Manyetik sektor analizorii (Anonim 2017a)

2.9.3.Ucus Zamanh Kiitle Analizorleri

Kisa siireli bir elektron pulsu ile bombardiman yapilarak pozitif iyonlar iiretilir.
Uretilen iyonlar daha sonra iyonizasyon pulsu ile aymi frekanstaki bir elektrik alani pulsu ile
hizlandirilir. Hizlandirilmis tanecikler, bir metre boyundaki elektrik alan1 bulunmayan bir
"ayirma tiipii"ne girerler (Sekil 2.15). Tiipe giren tiim taneciklerin kinetik enerjisi aynidir;
boylece her birinin hizi, kiitleleri ile ters orantili olacak sekilde farkli olur. Daha hafif
tanecikler kollektore agirlardan daha kisa zamanda ulasirlar. Zaman-yol bagimli kiitle
spektrometrelerdeki dedektor bir elektron multiplier (¢ok kademeli) tiiptiir; tliplin ¢ikist bir
katot 1511 osilaskopun dikey dondiirme levhalarina beslenir, yatay tarama hizlandirma pulslari
ile senkronize edilerek kiitle spektrumun tamami osilaskop ekraninda goriintiilenir (Anonim

2016b).
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Sekil 2.15 Ayirma tiipii (Anonim 2016d)

2.9.4.1yon Tuzakh Analizorler

Iyon tuzaklarinda gaz anyon veya katyon olusturulur ve elektrik ve/veya manyetik
alanlar iginde uzunca siirelerle hapsedilir. Iyon kapani analizoriinde ii¢ elektrot bulunur.
Merkez elektrot halka; iist ve taban elektrotlar yarim kiire seklindedir. Tyonizasyon ve kiitle
analizi ayn1 yerde gerceklesir. Ayrilan iyonlar bir iyon dedektoriiyle Slgiiliir; kullanimi en

yaygin olan dedektor, siirekli dinod tip bir iyon dedektorii olan elektron multiplierlerdir.
(Sekil 2.16)

Iyon Kaynag

Iyon Tuzag
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Sekil 2.16 Elektron multiplier iyon dedektorii (Anonim 2016c¢)

2.10.Kiitle Spektrometre/Kiitle Spektrometre (Tandem Kiitle Spektrometre MS-MS)
Kiitle spektroskopisinde, hassasiyet ve gecirgenlik birbiriyle zit iki kavram olup,

yiiksek hassasiyette diisiik gecirgenlik, yiiksek gecirgenlikte diisiik hassasiyet vardir. Kiitle

spektrometre/kiitle  spektrometre ~ de  optimum  hassasiyet/gegigenlik  seviyesi

saglanabilmektedir. Bu kiitle spektrometre/ kiitle spektrometre teknigine, tandem kiitle
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spektrometre veya kisaca MS-MS denir. Bu yontem kombine iki kiitle spektrometreden
olusmaktadir. Ilk spektrometre, daha biiyilk molekiiler iyonlar1 olusturmak igin
kullanilmaktadir. Buradan ecliminasyonu asan iyonlar, termodinamiksel olarak daha kararli
faza 2. kiitle spektrometresinde gecmektedir. 2. kiitle analizoriinde elenen molekiiller
hassasiyeti ve gecirgenligi yiiksek dedektdrde analiz edilmektedir (Hoffmann ve Stroobant
2007).

Tandem kiitle spektrometresinde, ilk spektrometrede diisiik enerji yiikli bir
iyonlastirma kaynagi (genellikle kimyasal iyonlastirma) bulunmaktadir. Burada elektron
carpigmasiyla iyonize olan molekiiler, ikinci spektrometreye girdikten sonra ikinci bir iyon
kaynagindan gegerler. Genellikle bu ikinci iyon kaynagi, helyum igermektedir. Burada yiiksek
kinetik enerjili molekiiler iyonlar, kararli yapidaki helyum atomlarina ¢arparak daha kiiciik
iyonlara doniigiirler. Bu iyonlar dedekte edilerek, kromatogramlari elde edilmektedir. Tandem
kiitle spektrometresinde, 1. spektrometre, GC ve HPLC cihazlarinda oldugu gibi
kromatografik kolonunun eleme gorevini yapmaktadir. 2. spektrometre ise elemeden gecen

iyonlarin saflagtiritlmasini saglamaktadir (Binici 2014).

Tandem kiitle spektrometre, GC-MS ve LC/MS avantajlarinin yaninda hizli analizle
diisiik tayin siiresi ve optimum hassasiyet/gecirgenlik seviyesi saglamaktadir. GC-MS ve
LC/MS birkag saate kadar ulasan tayin siireleri, tandem kiitle spektrometre ile birkag
milisaniyeye diismektedir. Ayrica, kromatografik tekniklerin 6l¢iim araligi, tandem kiitle
spektrometresine gore ¢ok daha yiiksek derisimdedir. Yani tandem kiitle spektrometresi ile
¢ok daha diisiik analit konsantrasyonu bulunduran Orneklerin analizi (1/100-1/1000
derigiminde) yapilabilmektedir. Tandem kiitle spektrometre, sinyal/giliriiltii orani1 diger

kromatografik tekniklere oranla daha diisiiktiir (Covey ve ark. 1986).

Bu doktora tez calismasinda, Sekil 2.17’de gosterilen sivi kromatografi kiitle

spektrometre/kiitle spektrometre (tandem kiitle spektrometre) kullanilmistir.
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Sekil 2.17 Tandem Gold kiitle spektrometre

2.11. Kararh izotop Oram Kiitle Spektrometri

Kararl izotop orani kiitle spektrometresi (IRMS) arkeoloji, tip, jeoloji, biyoloji, besin
orijinalligi ve adli bilimler gibi disiplinlerde giderek daha yaygin kullanilan bir tekniktir. Bir
organik maddenin kaynagini belirleme kabiliyeti, malzemeyi olusturan elementlerin goreceli
izotopik bollugundan kaynaklanmaktadir. Karbon, hidrojen, oksijen, siilfiir ve azot gibi
elementlerin  izotop oranlari, ¢esitli kinetik ve termodinamik faktorler yoluyla
zenginlestiri