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HAYVANLARIN PISMEMIS YENILFBILIR DOKULARINDA SULFONAMID
ANALIZL

A. Nazim Ozkazang' Sezai Kaya?

Analysis of sulfonamides in uncooked edible tissues of animpols

Summary: A spectrophothometric-thin layer choromatographic proce-
dure was made to adapt for the determination of sulfonamides in animal tissues.
The sulfonamiden were extracted from the tissues with mixture of chloroforme-
acetone (1 to 1). Fxtracting solvent was evaporated. Shaking with 1 N HCL,
hexane and acetone, the residue was transferred to a separator funnel. Sulfona-
mides were partitioned to acid layer that was drawn off another separator funnel.
Organic phase was reextracted with 1| N HCL and the acid extracts were com-
bined. The solution was made basic and interfering materials were extracted
JSrom the basic solution with chloroforme which was taken out. Then the solution
was made acidic. The Bratton-Marshall reaction was developed. If pink-red
color formed within 15 minutes after color reagent was added, samples would
be positive. Produced sulfonamide dye was partitioned into n-butanol prior to
spectrophothometry. The butanol extract was the applied thin layer chromatog-
raphy plate to separate Bratton-Marshall reactants. Acetone+-n-heptane--me-
thanol - ammonium hydroxide+n—butanol (36 4- 10.5 + 4.5 4+- 5 + 5) was
used as mobil solvent system.

The recovery experiments were carried out on liver, muscle and kidney
samples of cattle and chicken. Sulfonamides were added to these samples ot levels
0f 0.1, 0.5 and 1.0 ppm. Ninety three recovery analysis (conststing of 36 liver,
24 meat and 14 kidney samples of cattle, and 11 liver and 8 meat samples of
chicken) were performed on the spiked samples to determine validaty of the pro-
cedure.

It was calculated from the results of the recovery experiments that sulfo-
namides were recovered in excess of 85 %,, with mean recovery of percent 90.6
4 1.19 at the 0.1 ppm level, 89.7 + 0.32 at the 0.5 ppm level and 90.8
4 1.54 at the 1.0 ppm level . The control tissue samples read less than 0.04
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ppm. It was found that as little as 0.1 ppm  sulfonamide can easily be detected
and identified in this fashion on a 10 gram tissue sample.

It is concluded that this procedure has some economical and reproducibility
advantages and can be used quantitative and qualitative estimation of sulfona-
mides in animal tissues.

Ozet: Hayvansal dokulardaki sulfonamid kalintlanimn analizi igin
bir spektrofotometrik-ince tabaka kromatograftk metod uyarlamas: yapilds.
Sulfonamidler dokulardan kloroform-asetondan olusan karisimla ekstre edildi-
ler. Sulfonamidler ekstrakttan suwn swr partitisyonla sulu asit ortama alindilar.
Cozelti alkali yapldiktan sonra, kloroformla ¢alkalanarak inierferens yupise
maddeler uzaklastinddi. Cizelti tekrar asitlestivildi ve Bratton-Marshall renk
reaksiyonu geligtivildi. Renk ayiract katldiktan sonra 15 dakika iginde pembe-
kirmaze bir renk sekillenen niimuneler sulfonamid kalintilary bakimindan pozitif
kabul edilirler. Olugan sulfonamidli boya maddesin butanolle ekstre edildikten
sonra, butanol ekstrakiin absorbanct spektrofolometrede okundu. Daha sonra
belly bir hacme kadar azaltildiktan sonra, butanol ekstrakt ince tabaka kroma-
tografisi plakasina wygulandi. Biylece reaksiyon iiriinlerinin ayrilmas: basarilds.

Cegitli sulfonamid standardlart kullanarak 36’s1 dana karacigeri, 24’i
dana kast ve 14°ii dana bobredi ile 11°1 tavuk karacigeri ve 8’1 tavuk kas doku-
sundan olmak iizere toplam 93 rekoveri analizi yapild:.

Kullamlan analiz yontemliyle, ortalama %, 90 oraminda rezidii kazanc
saglandigr, 0.1 ppm’e kadar inen sulfonamid kalintilarimn belirlenebilecegt,
kontrol degerlevinin diigiik oldugu, iyt sayilabilecek derecede tekrarlanabilir ve
gitvemilir oldugu sonucuna varlds.

Giris

Sulfonamidler, 6ncelikle ucuz ve genig ctki alanina sahip olmalan
nedeni ile gegmigte ve giiniimiizde besin diretimi igin yetistirilen hay-
vanlarda hastaliklardan koruyucu ve saitic olarak genis bir kullaml-
ma alani olan ilaglardandir. Hayvanlara vemlerine, sularina katilarak
veya parenteral olarak sagitic1 yada daha az miktarlarda verilen sul-
fonamidler, onerilen gekillerde kullamilmadiklarinda, ilag uygulanan
hayvanlarin yenilebilir dokularinda ve bunlardan saglanan iiriinlerde
kalinti birakirlar. Boyle kahntlar ihtiva cden besin maddeleri insan
tiiketimi icin uygun degildir (4, 21, 24, 25). Zira, et ve diger hayvan-
sal tiriinlerde bulunabilecek ¢ok az miktardaki sulfonamid kalintist
insanlarda allerjik ctkilere (2,22), et ve siit tcknolojisinde fermantas-
yon igleminde teknolojik problemlere (32) ve daha da énemlisi ilaglara
direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. (22).
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Birlesik Amerika’da besin iretimi icin yectigtirilen hayvanlarin
9/ 70-80 kadarinin yagamlarinda bir siire yemleriyle bir yada birkag
ilag aldiklart hesaplanmigtir. Aym iilkede, buzagi yemlerinin % 82’si-
nin, kanath ve domuz yemlerinin %, 90’kadarimin ilagh yem katki
maddesi igerdigi belirtilmistir. Normal olarak, béyle hayvanlanin do-
kularindaki ilag kalinulan, kesime gondermeden once belli bir siire
hayvanlara ilag veya ilagh yem ve su verilmemesi ile ve bu siire so-
nunda mezbahaya scvkedilmeleri ile kontrol edilebilir (20, 22, 28, 31).
Ancak, antibiyotik ve sulfonamidlerin bilhassa verim artinc olarak
ve bu amacla da subterapétik miktarlarda siirekli ve kontrolsuz bir
bigimde kullanimu, ette ve diger hayvansal kaynaklh besin maddelerin-
de cesitli diizeylerde ilag kalintilartyla kargilagilmasini kaginilmaz yap-
maktadir (16, 22).

Besin iiretimi igin yetigtirilen bir ¢ok hayvan tiirinde gesitli sul-
fonamid tiirevleri ile yapilan kontrollu denemelerle bunlarda, kesime
sevkedilmeden ne kadar siire 6nce ilag uygulanmasinin kesilmesi ge-
rektigi belirlenmistir (4, 7, 15, 18, 22).

Righter ve arkadaglar1 (26) koyunlarda vaptiklann ¢ahsmada,
karaciger, hobrek ve yag dokusundaki sulfamerazin kalintilarinin son
ila¢ uygulanmasindan 7 giin, kaslardaki kalintilarin 10 giin sonra 0.1
ppm altina distiigiinii belirtmiglerdir. Aym aragtirici grubu, buzag:
ve piliglerde sulfamerazinle yapuiklan bagka bir ¢ahismada (25), ilag
verilmesi kesildikten sonra buzagilarda sulfonamid kahntilarimin 8.
giinde, piliglerde 10. giinde kabul edilen 0.1 ppm’lik tolerans diizeyi
altma indigi kaydedilmigtir.

Kanathlardan elde edilen sonuglar bébrek ve yumurtadaki sul-
fonamid kalintilarimin 0.1 ppm yada bunun altina inmesi i¢in cn
azindan 7 giin siireli bir ilag kesilmesi periyoduna gerek oldugunu
gostermektedir (27). Hatta, yumurta sarisindaki kalintilarin ayni di-
zeye inmesinin 8-10 gin aldig1 da belirtilmigtir (21;.

Cesitli hayvan tiirleri ve sulfonamid tiirevler iarasinda yapilan
karsilagtirmali denemelerden elde edilen bulgularla, besin iiretimi
icin yetistirilen hayvanlarda, kesimden en azindan 10 giin 6nce (uy-
gulama sckli, yolu ve preparata gore 2-21 giin arasinda) ilag yada ilag-
i yem ve suyun kesilmesi gercktigi ifade cdilmistir (22, 28). Bu siire
USA’da 1978 yilinda 15 giine ¢tkanlmagtir,

Hayvansal kaynakl ¢esitli besin maddelerinde kahinti halindcki
sulfonamidler mikrobiyolojik yada kimyasal yontemlerle belirlenir.
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Mikrobiyolojik yéntemler kullamlacagi zaman, sulfonamidlerin an-
tagonisti olan PABA vc folinik asit yogunluklar: en diisiik olan ya da
bu maddelerin hi¢ bulunmadigi bakteriycl gelistirme ortamlarim
kullanmak gerekir (20, 32).

Bugiin igin hayvansal dokularda muhtemel sulfonamid kalin-
ularimin aranmasinda bagvurulan yéntemlerin ¢ogu kimyasal analiz
niteligi tagir ve Bration-Marshall tarafindan gcligtirilen kolorimetrik
yonteme dayanmir. Cesitli besin maddelerindeki sulfonamid kontami-
nasyonunu ortaya gtkarmak igin adi gegen yontem esasina dayanan
bir ¢ok teknik geligtirilmigtir. Bu yéntemlerin gogunda biyolojik or-
tamdan sulfonamidler kloroform (6, 17), aseton (5, 28), kloroform-
ascton (30) ve alkolle (5) estre edilirler. Ekstre edilen sulfonamidler
ckstrakttan sivi-stvi partitisyonla asit (9, 30) yada alkali(6) ortama
almarak dogrudan veya kolon kromatografisi ile (13, 29) yada metal
ile ¢oktiiriilmeyle (12) ileri bir tcmizleme gergeklestirildikten sonra
Bratton-Marshall renk reaksiyonuna maruz binkilirlar. Ancak, ¢6-
zeltide renk geligtirme temeline dayanan bu yontem selektivite ve spe-
sifiteden yoksundur. Ayrica, kolorimetrik yontem sadcce total sulfo-
namid miktarim verdiginden, tarama nitelikli bir ¢aliymada diger kim-
yasal yontemlerle birlikte uygulanmasi gerckir. Bu nedenle, kolori-
metrik yéntem ince-tabaka kromatografisi ile (1, 3, 5, 23) yada gaz-
sivi kromatografisi ile (9, 10, 11, 19, 28) birlikte uygulandiginda iste-
nen yonde gelisme saglayarak giivenilir olmaktadir. Ancak, bugiin
pahali cihazlar: ve dencyimli personcli gercktirmesi nedeni ile, gaz-sivi
kromatografik uygulama rutin analizlerde kullanilacak sekilde yaygin-
lagsmamastir.

Bratton-Marshall renk ayiraci, N-(- 1-Naphthyl)-cthylene dia-
minc dihydrochlorid (NED), genellikle diazotize olmug aromatik,
primer aminlerle kenetlenerck spcktrofotometreyle  6lgiilen renkli
maddeler olugturur. Sulfonamidler, bu grup bilegikler iginde yer alir-
larsa da, renk ayiraciyla yaptiklar iiriinlerin ckstinksiyon kocfisientleri
ve absorbsiyon maksimasinin dalga boylan: degiskenlik arzeder. Bu du-
rum sulfonamidlerin dogru ve 6zgiin bir sekilde NED ile 6lglilmelerin-
de baz giiphelere neden olur, Zira, sulfonamidlere ilaveten NED ile
reaksiyona giren birgok ilag ile zirai miicadele ilaglan ve metabolit-
leri bulunur. Koksidiostatik olarak kullamlan zoalenin metaboliti
ANOT (3-amino-5-nitro-0-toluamid), herbisid olarak kullamlan ami-
ben (3-amino-2,5-dichlorobenzoic acid), kanathlarda yem katk mad-
desi olarak kullamlan cyzine (2-acetylamino-3- nitrothiazol), sulfa-
nitram (2-acetyl-p-nitrophenyl) sulfanilamid), aromatik NO, grup-
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lar ihtiva eden herbisid ve insektisidler(23) kolorimetrik yéntemde
interferens kaynag olabilen bahsedilmeye deger baslica kimyasal mad-

delerdir.

Yukanda belirtilen bilesiklerden ve bunlarin metabolitlerinden
ileri gclen muhtemel interferenslerin diizeyi heniiz tamamu ile deger-
lendirilmemigtir. Bu sebepten, daha once de deginildigi gibi, kolo-
rimetrik yontem ITK ile birlikte uygulandiginda, interfercnslere mey-
dan vermeyerek dokulardaki rezidiial sulfonamidlerin 6lgiilmesine
olanak saglamaktadir (23).

Bu ¢alismanin amaci, hastahklardan koruyucu ve sagitici, do-
lays1 ile verim artirict olarak besin iiretimi i¢in yetigtirilen hayvanlar-
da sik kullanilan, ancak 6ngoériilen sekilde uygulanmadiklarinda, bu
hayvanlardan saglanan ctlerde kalinti birakarak, cesitli saglik sakinca-
lan yaratabilen sulfonamidlerin adi gegen hayvansal ctlerde kahnti-
larinin analiz edilebilmesi amaciyla laboratuvar sartlarimiza uygun,
rutin ¢ahgmalarda kullanilabilecek, basit, giivenilir ve ekonomik bir
yontem uyarlamasi yapmaktir.

Materyal ve Metot

Materyal olarak dana ve kanathlara ait cesitli doku 6rnekleri
kullamildi. 74 & dana doku niimunesinden (36 karaciger, 24 kas eti
ve 14 bobrck) 19’u tavuk doku niimunesinden (11 karaciger ve 8
kas cti) olmak tlizere 93 rekoveri analizi yapild:.

Coziiciiler

Aseton, kloroform, hekzan, n-heptan, mectanol, amonyum hid-
roksit, n-butanol. Tim c¢oziiciler kromatograiik analiz kalitesinde
secildi.

Ayraglar

a- 9% 0.Ulk Sodyum nitrit (Merck, Art. 6544) Cizeltisi: Distile
suyla haftalik olarak hazirlandi,

b~ % 0.5 lik Amonyum sulfamat (Merck, Art. 1220) ¢ézeltisi: Dis-
tile suyla haftahk olarak hazirlandi,

c~ % O0.Ulik N-(-Naphtyl )-ethylenediamine dihydrochloride (Merck,
Art. 6237) gozeltisi (NED). Distile suyla giinliik olarak hazirland.

d- Silfonamid standartian

1. Sulfanilamid (Riedel)
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2. Sulfadimetoksin 250 mg [g. etken madde iceren Agribon (Roche)

isimli vetcriner spesiyaliteden

3. Sulfamethazin 160 mg/ml. sulfamethazin sodyum igeren
Abizatin (Top-Kim) isimli veteriner spesiyaliteden

4. Sulfakinoksalin : 32 mg/ml. sulfakinoksalin sodyum igeren
Sulkoksin (Vetag) isimli spesiyalitcden hazirlandilar.

a— Kolorimetrik dlgiim igin Stok ¢ozelti (1 mg./ml.) : Her bir sulfo-
namid tiirevinden 100 mg. tartthp yada buna egdeger miktarda ¢6-
zelti halindeki spesiyaliteden ahnip, 100 ml. asetonda ¢ozdiiriilerek
hazirland1. Uygulama standard: (1 pg./ ml.) : Stok ¢ozeltiden 0.1 ml
alimp asetonla 100 ml’ye ulastinldi.

b~ Ince-tabaka kromatografisi (ITK) igin: Yukandaki sulfanamid-
lerin kariggmim igeren 1 pg/ ml’lik uygulama standardi.

Adsorban

Silikajel G (ITK igin, Tip 60, Merck, Art. 7736).
Aygtlar

a- Spektrofotometre (Beckman, Model-B)

b— Homojenizatir (Virtis, Model 23)

c— Ince-Tabaka Kromatografisi aygitr ve eklenti (Desaga)
d- Evaporatif konsentratir (Buchi)

Analiz niimunelerinde sulfonamidlerin  ekstraksiyonu ve renk
gelistirme, Tishler ve arkadaglarindan (30) uyarlanan teknige gore
gerceklestirildi. Sekillenen NED-Sulfonamid iiriinleri Fellig ve West-
heimer’in(6) belirttigi bi¢cimde partitisyon yapildi. Spektrofotometrik
okumadan sonra butanol ekstrakt belli bir hacme kadar azaltild ve
ITK (23) plakasina uygulanarak sulfonamidlerin bireysel ayrimi ba-
sanldr.

Ekstraksiyon : 10 g. kiyilmig doku 6rnegi ve 20ml kloroform-ase-
ton(1-1) homojenizatériin kabina konuldu. Diigiik hizda 1 dakika
kadar homojenize cdildi. Dokusal kismin bir cam baget yardimiyla
homojenizatér kabinda kalmasi saglamirken, homojenize kariggm ugur-
ma balonuna siiziildii. Ekstraksiyon islemi aym miktardaki ¢éziicii
karigimiyla iki kez yinclendi. Filtre kagidi ve igerigi birkag kez 2-5
ml coéziici kangimiyla yikandi. Aseton-Kloroform ekstrakt: evapo-
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ratif konsentratérde (50°C) uguruldu. Ugurma balonunda kalan ka-
linti, sirastyla, 2x 10 ml I N HCL, 2x 10 ml hekzan, 2x 1. 5 ml ase-
ton ve 5 ml hckzanla calkalandi. Her calkalama igleminden sonra cks-
raktlar 100 mI’lik ayirma hunisinde toplandi. Ayirma hunisi 2 dakika
hafif sckilde calkalandi. Fazlanin ayrilmast igin 10 dakika kadar bek-
lendi. Altta toplanan asit ektrakt diger bir ayirma hunisine siiziilerck
aktanldi. Ayirma hunisinde kalan organik fazdan ckstraksiyon iglemi
5 ml IN HCI ile yinelendi ve asit ckstrakt digcrine katildi. Buna 2.5-
3.0 ml 10 N NaOH kauld: ve ivice karigtirildi. Bazik ¢ozelti 2 x5 ml
kloroformla ¢alkanarak yikandi. Kloroform auldi. Ayirma hunisinde
kalan bazik sulu ¢ozelti konsatre HCI ile asit (yaklagitk pH 1) yaplds.
Cozelt 50 mlP'lik bir kaba siizildi ve stizge¢ kagidh 2 ml IN HCI
ile yikandi.

Renk geligtirme : Asit ¢ozeltiye 2 ml %, 0.I’lik NaNO, ¢ozeltisi
katildy, 1yice kangtinldi ve 3 dakika beklendi. 2 ml ¢4 0.5 ik amon-
yum sulfamat cozeltisi katildi, iyice kanstirildr ve 2 dakika beklendi.
1 ml ¢, 0.1 NED ¢ozeltisi katild, iyice kanstinldr ve karanlikta 15
dakika tutuldu. Bu stire sonunda, renkli c¢ozelti 50 ml’lik ayirma
hunsine aktarildi. 10 g. sodyum kloriir ve 5 ml n-hutanol katildi.
30 saniye sireyle giddetli bir gekilde calkaland: ve 10 dakika kadar
tabakalarin aynlmas: icin birakildi. Renk kompleksini igeren huta-
nol tabakas: bir enjektér yardinu ile 15’ml’lik konik santrifij tithune
alindr. Ornekten butanollle ekstraksiyon iglemine renkli madde ekst-
rakte edilemeyene kadar 1'cr ml butanolle devam edildi. Olugan rengin
siddetine gore butanol ckstraktin hacmi 5-10 ml arasinda tutuldu.
Butanol ckstrakt 10 dakika 1500 dev jdak. da santrifiij edildi. Butanol
renk kompleksinin tabanminda su yada tortu toplandifinda, ustteki
butanol tabakasi bir enjektor vardimiyla diger bir tiibe aktarildi. Bu-
tanol cktraktin absorbanst saf butanole karst 545 nm. de okundu.

Renk ayiract katildiktan sonra 15 dakika icinde pembe-kir-
miz1 bir renk olugsmasi durumunda, analiz edilen 6rnek sulfonamid
(Ier) bakimindan pozitif kabul edildi. Bundan sonra, gerck tek ve ge-
rekse kombine haldeki bir ¢ok sulfonamid kalinti ¢esidinin ve mikta-
nmn (kangim halindekiler igin) belirlenmesi i¢in ITK ile devam c-
dildi. Belirtilen siive i¢inde renk olusmavan &rnckler sulfonamid ka-
hntilart bakimindan negatif kabul edildi.

Sulfonamid standast egrisi: 1 wg/ mllik uygulama standard ¢ozel-
tisinden 50 ml’lik beherlere 1.0; 0.0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0 ve 10.0 ml ko-
nuldu. Goziici sicak hava akiminda uguruldu. Kahntilar 3 x5 ml
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IN HCI ile calkalanarak 50 mPlik beherlere aktanldr. Renk geligtir-
me kisminda, renk stabilizam olarak 5 g. NaCI kullamilmasi diginda
“asit cozeltiye” oldugu gibi devam cdilerek renk sekillendirildi ve ana-
lizde kullanilan her sulfonamid tiirevinin cgrisi gizildi.

ITK icin 1.0-10.0 m! sulfonamid standartlart kangimi 50 mllik
beherlere konuldu. Hava akiminda kuruyana kadar uguruldu. Kaln-
tilar 3x5 ml IN HCI ile calkalanarak 50 mllik diger beherlere
alindi. Renk gcligtirildi. Renk kompleksinin butanolic partitisyonu
yapildi. Butanol sicak su banyosunda, N-gazi aknmi alunda 0.2-
0.5 ml kalana kadar uguruldu.

Ince-tabaka kromatografisi: Ornek ve standarda ait azaltilmis bu-
tanol ektrakt 0.25 mm kalmhginda Silikajel-G ilc kaplanmig plakaya
920-50 pl. miktarinda lekclendi. Plaka aseton --n-heptan4- metanol
+-amonyurm hidroksit-- n-butanol (36--!—10.5—}—4.5+5+5) dan olu-
san devclopman sisteminde devclope edildi.

Ince-tabaka kromatogrami, gozle, total renk intensitesinin tek
bir sulfonamidden mi yoksa sulfonamidlerin kangmindan mi yada
interferens veren maddelerden mi ileri gelip gelmediginin belirlenmesi
bakimindan incelendi. Bu kontrol sonunda, ITK’de interferens goriil-
mez isc, Ornckteki sulfonamid miktar1 ya ilk anbsorbans degerini
kullanip (ki 6rnekte tek bir sulfonamid bulundugu ITK’de gosterildigi
durumda) standard cgri ile yada plakada bilinen standardla karsilas-
urilarak hesaplandi.

Bulgular

Caliymada analiz materyali olarak segilen dana ve kanathlara
ait cesitli dokulara 0.1-1.0 ppm kirlenme diizeyine denk gelecck se-
kilde sulfonamidler katilarak, kalinti analizleri yapildi. Bu uygulama,
her analizin baglangicindan 6nce, kiyilmig 10 g. doku 6rncgine 1,5
ve 10 g sulfonamid standard: katilarak gergeklestirildi. Belirtilen mik-
tarlarda, gesitli sulfonamidlerden en az ikiser kez katilarak 93 geriye
kazang analizi yapildi. Kanatli dokularinda iki, danalara ait dokular-
da bhu ii¢ kirlenme diizeyinde, sulfonamidlerle yapilan analiz sonuc-
larina iliskin rakamsal veriler Tablo 1’de goriilmektedir. Ayrica, Gizi-
len sulfonamid egrilerine bir rnek tegkil ¢tmesi amaciyla sulfanilamid
standart egrisi Sckil 1’de verilmigtir. '

Tablo | incelendiginde, sulfonamid tipi ve analiz edilen doku
cesidi dikkate alinmaksizin, tiim sulfonamidlerin geriye kazang yiizdesi
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Tablo 1: Karaciger, kas ve bobrekten sulfonamidlerin geriye kazanglan (%)

Katilan, pmm

Sulfonamid tiri
0.1 0.5 1.0

Karaciger (dana)

Sulfanilamid’ 88 | 93 | 82.6
Sulfamethazin® 91 i 90 | 87.5
Sulfadimetoksin® 83.3 | 92.5 | 86.6
Sulfakinoksalin® 85 | 87.5 | 83.3
Kontrol 0.024 ppm
Kas (dana)

Sulfanilamid 85 | 90 | 84
Sulfamethazin 93 1 82.5 | 97
Sulfadimetoksin 90 | 92.5 | 100
Sulfakinoksalin 89.5 | 92 | 89.5
Kontrol 0.035 ppm

Bobrek (dana)
Sulfanilamid 90 | - | —
Sulfamethazin 92.5 | 87.5 | 92.5
Sulfadimetoksin 87.5 | 90 ; 87.5
Kontrol 0.025 ppm

Karaciger (Kanath)

Sulfamethazin 93.3 | — | 96
Sulfadimetoksin or.6 + — | 9
Kontrol 0.0275 ppm
Kas (kanath)
Sulfamethazin 9%4.3 | — 192
Sulfadimetoksin 9%.3 | — | 97
Kontrol 0.0175 ppm

1. Sulfanilamid (Riedel); 2. Topkim’in Abizatin; 3. Roche'nin Agribon; 4. Vetag'in
Sulkoksin isimli spesiyaliteleri.

85 iizerinde gergeklestigi anlagilmaktadir. Sulfonamidlerin ortalama
geriye kazang yiizdesi 0.1 ppm diizeyinde 90.6 + 1.19; 0.5 ppm
diizeyinde 89.7 + 0.32 ve 1.0 ppm diizeyinde 90.8 4+ 1.54 olarak
hesaplandi. Diger yandan, analiz edilen doku ¢esidi dikkatc alinmak-
sizin sulfonamid tiirevlerinin geriye kazang oranlarinin degigkenlik
gosterip gostermedigi incelendi. Buna gore yapilan degerlendirmede
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Sekil 1. Sulfanilamid standart egrisi

sulfanilamidin geriye kazang yiizdesi 88.9 + 1.6; sulfamethazinin
91.5 4+ 1.08; sulfadimetoksinin 92.2 + 1.51 ve sulfakinoksalinin
87.84 1.31 olarak bulundu. Ayrica, dokulardan aynm goézctmek-
sizin sulfonamidlerin benzer oranda geriye kazamildig1 anlagildi.

Silikajel G ile kaplanmig plakaya uygulanarak ve bahsedilen de-
velopman sisteminde develope edilerek sulfonamid-N ED rcaksiyon
iiriinlerinin ayrilmas: basarildi. Rf degcrlerinin asagidaki gibi siralan-
dig1 belirlendi: Sulfanilamid 0.85; sulfadimetoksin 0.79; sulfakinok-
salin 0. 75 ve sulfamethazin 0.55. Ayrica sekillenen bu renk kompleksi-
nin 10-20 ng. miktarmin TIK plakasinda gézle rahatlikla okunabil-
digi anlagldi.

Tartisma ve Sonug

Sulfonamidlerin besin iiretimi igin yetistirilen hayvanlarda siirekli
ve uygunsuz gekilde kullamlmalar1 bunlardan saglanacak etlerde ka-
lint1 sorununu bir bakima kagimimaz yapmaktadir. Etlerde dogabile-
cek bu sulfonamid kahntlar1 hayvanlara kesime géndermeden belli
bir siire 6nceden ilag verilmesinin kesilmesi, kirlenme durumunun or-
taya cikarilmasi, insan sagh@ yontinden sakincal olabilecek kirlenme
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ve tolerans diizeyleri ile giinlik alinabilir miktarlarinin saptanmast
ve sakincalt diizeyde kirlenmig etlerin tiiketimine izin verilmemekle
Onlenebilir (16, 22, 24).

Kisaca verilen bu literatiir bilgiden anlagilacag: gibi sulfonamid-
lerle kirlenen besinlerden ileri gelecek saglik sakincalarinin énlenmesin-
de, bilimscl ve yasal onlemlerin alinmasinda ve kalinti durumunun or-
taya ¢ikarilmasinda sulfonamid kalint: analizleri kilit uygulama niteligi
tagir. Bu nedenle, sulfonamid kalintilarinin ortaya ¢ikanilmasina yo-
nelik yontem ¢aliymalari 6nem arzeder (2,5,8,9,13,28,29,30). Ancak,
uygulanan yontemlerin ¢ogunda, niimunclerden elde edilen sulfona-
midli ekstraktlarin NED ile reaksiyona girerck hatali slgiimlere sebep
olabilen diger baz1 primer aromatik aminlerden ileri gelen interferens-
lerden tiimiiyle arindinlmasi baganilamamigtir. Bu nedenle, ¢ozeltide
renk gelistirme esasina dayanan yontemler ile, 6zellikle tarama nitelik-
Ii bir galiymada, her zaman hatah sonuglar elde edilmesi ve degerlen-
dirmeler yapilmasi miimkiin olabilmcktedir (6,13,29,30). Bu tiir in-
terferensler bazi yoéntemlerde renk rcaksiyonu sekillendirilmeden
once (1, 30) yada sonra (12) ortam alkali yapilarak kloroformla eks-
traksiyonla ortamdan ctkin bir bi¢imde uzaklagtinlabildikleri belir-
tilmigtir.

Tarama nitelikli sulfonamid kalinti analizinde, Bratton-Marshall
renk reaksiyonuna bugiin genellikle bir 6n deneme olarak bakilmak-
tadir. Yani, bu uvgulamayla sulfonamidlerce pozitif olan ornekler
belirlenir; bunlar ITK ye (2,3,5,23) yada GSK’ye (9, 28) uygulanarak,
bireysel ayrim saglanir ve kalintiya dogruluk kazandirihr. Zira, lite-
ratiir bilgi kisminda ve yukarida deginildigi gibi, giinliik kullammda
olan ¢ok sayida ilag ve kimyasal madde NED ile reaksiyona girerck
interferens yapabilmektedir (5, 23).

Burada bahsedilen yontemin ekstraksiyon, tcmizleme ve renk
gelistirme asamalart Tishler ve arkadaglarindan (30) uyarlandi. An-
cak, bobrek ve karaciger gibi kanath dokulart da dikkate alindigindan,
analizler 10 g. doku 6rnegindc yiiriitiilldii. Sulfonamidler kloroform-
aseton kanigimiyla ckstrakte edilip, ¢oziicii ugurulduktan ve kalinti
sivi-sivi partitisyonla sulu asit ¢ozeltiye alindiktan sonra, ortam alkali
yapildi ve ileriki agamada interferens yapabilecck maddeler kloroform-
la galkalanarak giderilmeye ¢aligildi. Sekillenen renkli madde butanol
le (6) ckstrakte edildikten sonra spektrofotometrik okuma yapildi.
Béylece, sekillenen sulfonamidli boya maddesinin absorbans, dilue
sulu asit ortam yerine konsantre butanol ckstraktinda yapilarak, yén-
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temde istenen duyarlihiga ulagildi. Ayrica, bu uygulama bazi doku
orneklerinin sulu cozcltilerinde ara sira kargilagilan bulamkhgi da gi-
dermcktedir. Spektrofotometrik okumadan sonra, Bratton-Marshall
reaksiyonu 1TK ile birlestirilerek (23) sulfonamidlerin bireysel ayrimi
gergeklestirildi.

Yukarida kisaca belirtilen uyarlamalann, sulfonamid kalint
analizinde kullamlan belli bagh yéntemlere gore (1,2,6,9,23,28,30)
iyilestirmeler getirip getirmedigini belirleyebilmek igin, bu tiir yon-
temlerde sik kullamlan ortamdaki sulfonamidin gerive kazanilmasi
“recovery’” denemelerine bagvuruldu. Duyarhilik diizeyi, geriye kazang
oram, tckrarlanabilirlik, kontrol degerleri, analiz siiresi ve ckonomik
vonden diger yontemlerle kargilastirldi.

10 g. doku nitmunesine 0.1-1.0 ppm’c denk gelecek sckilde ge-
sitli sulfonamidlerden katilarak yapilan geriye kazang denemeleriyle
birlikte yiiriitilen duyarhlik diizeyi calismasinda, yéntemle 0.1 ppm’
lik sulfonamid kalintistnin giivenle ortaya cikarildigi bulundu. Harta,
Tablo 1’deki kontrol degerlcri ile $ekil 1’deki sulfanilamid standard
egrisi dikkatc alindiginda yéntemle 0.05 ppm’e kadar sulfonamid ka-
lintistnin 6l¢ilebilecegi anlagihir,

Bugiin hayvansal dokularda sulfonamid kahntilaninin analizinde
kuliamlan yontemlerin gogunda duyarhilik diizeyi 0.1 ppm (6, 28, 30)
ile 0.05 ppm (9,23) gibi dar sirlar arasinda degismektedir. Uyar-
lanan yéntemle clde cdilen duyarhlik diizeyinin siralanan ayni nite-
likli bu verilerle uygunluk gosterdigi kolayca anlagihir.

Analiz cdilen doku gesidi ve sulfonamid tipi ile kirlenme diizeyi
dikkate alinmaksizin ortalama %, 82.5-101.6 arasinda degisen sul-
fonamid geriyc kazang oram 0.1, 0.5 ve 1.0 ppm diizeylerinde, si-
rasiyla, 9, 90.6 - 1.19, 89.72- 0.332 ve 90.8 -- 1.54 olarak ger-
ceklegmigtir.

Goodspeed ve arkadaslar (9) analiz materyali olarak kullandik-
lar1 karaciger, kas ve bobrekte 5 farklt sulfonamid tiirevinin 0.1, 0.5
ve 1.0 ppm diizeyinde geriye kazang yiizdesini, sirasiyla, 81.5, 79.1
ve 76.0 olarak hesaplamuglardir. Phillips ve Trafton (23) ayni deger
9 farkh sulfonamidle % 88 olarak bulmustur. Tishler ve arkadaglan
(30) s6z konusu orani %, 76-100; Fellig ve Westheimer (6) 95 70-90;
Fravolini ve Begliomini (8) 9, 94-104; Sclezer ve Banes (29) % 60-91
arasinda bulmugtur. Verilen bu rakamsal bilgilerden de¢ anlagilacag
gibi tekrarlanabilir ve giivenilir olarak kabul cdilen ok sayidaki ana-
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liz yénteminin sulfonamid kazang degcrleri belli 6lgiide variyasyon
gosterebilmektedir. Caliymada eldce edilen aynt nitelikli verilerin de
benzer bir variyasyon gosterdigi dikkate alinirsa, uyarlanan bu yén-
temin de oldukga iyi sayilabilir derecede tekrarlanabilirlik 6zclligi
tapdig1 ve glivenilir sonuglar verdigi ve ayrica ctkin bir siilfonamid
geri alim yiizdesi sagladigi anlasilir.

Cesitli besin maddelerindeki kalinti halindeki sulfonamidlerin
analizinde kullanilan gogu yontemlerin 6nemli bir olumsuz yoni, uy-
gulanan temizleme tekniklerine ragmen (12, 30), kontrol degerlerinin
yitksekligidir. Fellig ve Westheimer (6) dokularda kontrol degerini
0.02-0.04; Tishler ve arkadaglan (30) 0.005-0.039 ve Selzer ve Ba-
nes (29) siitte 0.03-0.05 ppm arasinda bulmuslardir. Tablo 1'deki
goriiniiste sulfonamid degerini gosteren kontrol degerleri herhangi bir
karigikliga neden olmayacak kadar digik kalmg ve literatiirdekilerle
uyum gostermigtir.

Bratton-Marshall reaksiyonu primer aromatik aminler icin spe-
sifik olmasina ragmen, analiz edilen niimune ¢ogu kez ayiraclarla renk
meydana getiren gencllikle birden fazla madde ihtiva etmesi ve bun-
larin da dogru bir gekilde spektrofotometrik sl¢iimii imkansiz kilmast
nedeni ile, sadece pozitif nimunclerin belirlenmesinde yararh olmak-
tadir. Bu reaksiyon, baglica, laboratuvarlarda bireysel sulfonamidlerin
geriye kazang oranlannin hesaplanmasinda ve tek bir sulfonamidi
dogrulamada deger tasimaktadir (9, 23). Siralanan nedenlerden dolayr
butanol ekstrakt spektrofotometrik élgiimden sonra ITK plakasina
uygulandi. Béylece niimunede meveut sulfonamidlerin bireysel ayinmu
bagarildi. ITK plakasinda sulfonamid tiirevi dikkate alinmaksizin
10-20 ng. sulfonamid-NED rcaksiyon uriiniiniin gézle rahatlikla oku-
nabilecegi bulundu. Analiz edilen niimune agirhg: ve azaltilmig buta-
nol ckstraktin miktan dikkate ahindiginda, bu miktarin 0.05 - 0 1
ppm’c karsiik geldigi kolayca anlagilir.

Almman analiz niimunesi miktarim azaltip, spcktrofotometrik
olgiimiin konsantre butanol ortaminda yapilmasi scklindeki uyarla-
mayla, sulfonamidlerin ckstraksiyonu ve ileriki agamalarda kullanilan
¢oziicii miktarinda 6nemli dlglide ekonomi saglanmigtir. ITK plaka-
sina uygulamak igin, kaynama noktasimn yiiksekligi nedcniyle, buta-
nolun belli bir hacme kadar azaltilmasi zaman almaktadir. Ancak,
buna ragmen giinde, paralel bir sckilde yiiritilerck 6 niimunenin
analizi gergceklestirilebilmcktedir.
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Sonug olarak, uyarlanan bu spektrofotometrik-ince -tabaka kro-

matografik yontemin duyarhhk diizeyi, rezidi kazang orani, tekrarla-
nabilirlik niteligi ve ekonomik oluguyla ctlerdeki sulfonamid kahnti-
larinin analizinde bagariyla kullamlabilecegi kanisina varild.

10-
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