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Ozet

Bal, iistiin beslenme degeri ve essiz aroma Ozellikleri sebebi ile tiikketimi yaygin
olan bir gidadir. Glinlimiizde ar1 yetistiriciliginde siilfonamit grubu
antibakteriyellerin kullanimi ¢ok yaygindir. Siklikla kullanilan ilag, polisulfamit,
sulfotiazol, sulfoasetamit ve sulfometazin igcermektedir. Ayrica karbamat grubu bir
herbisit olan asulamin kullanimi dolayisiyla olusan sulfonilamitin varligi balda ve
vakslarda, bu antibakteriyellerin tayinini gerekli kilmaktadir.
Giintimiizde ila¢ kalintilart icin tolerans diizeyleri belirlenmis olup, Tiirk Gida
Kodeksi verilerine gore siilfonamit grubu icin bu deger 0,01 mg/kg'dir. Balda
sulfonamit kalintilarinin belirlenmesinde kesinligi ve dogrulugu yeterli analitik
yontemlerin  kullanmmu  da giderek ©Onem kazanmustir. Kalinti  siilfonamit
saptanmasinda yiiksek performans sivi kromatografisi (LC) ve bir ¢oklu teknik
olarak LC/MS yontemleri kullanilmaktadir. Ters faz sivi kromatografi ile
stilfonamitlerin analizinde UV ve DAD dedektor kullanilarak veya kolon sonrasi
tirevlendirme yapilararak floresans dedektor kullanilarak caligilabilir. Ayrica
LC/MS kombinasyonu kullanilarak hem tespit sinirmi asagilara cekmek hem de
bilesigin konfirmasyonunu saglamak miimkiindiir. Bu derlemede balda siilfonamit
kalintilarinin bu analitik yontemlerle belirlenmesiyle ilgili yapilan son ¢aligmalar
ve bulgular degerlendirilmistir.
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Giris

Bal, Apis mellifera isimli bal arlart tarafindan c¢iceklerden ve meyve
tomurcuklarindan alinarak yutulan nektarin arilarin midesinde invertaz enzimi
sayesinde kimyasal degisime ugramasiyla olusan ve kovandaki petek hiicrelerine
yerlestirilen ¢ok faydali bir besindir. Nektarin bala c¢evrilmesi icin arilarin
salgiladiklar1 invertaz enzimiyle sakkaroz inversiyona ugratilarak friiktoz ve glikoz
seklinde basit sekerlere doniistiiriiliir ve fermantasyonun olusumunu Onleyecek
miktarda suyu ucurulur. Kovana yerlestirilen ve lizeri mumdan bir kapakla ortiilen
bal istenilen tat ve kivama gelir (1). Balda, insan sagligini tehdit eden Clostridium
botulinum ve diger hicbir patojen mikroorganizma, parazit ve/veya parazit
yumurtasi bulumamalidir; Tiirk Gida Kodeksi Seker Tebliginde yer alan sekerleri
icermemelidir. Balin rengi su beyazindan koyu amber renge kadar degisebilir. Bala
hicbir katki maddesi katilamamalidir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'nin Pestisit
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Kalintilar1 boliimiine uygun olmalidir. Bu kurallara ek olarak balda maksimum
pestisit kalint1 limiti en fazla 0,01 mg/kg olmalidir (2).

Diinyada herhangi bir kaynag tiikketmeden iiretimde bulunabilen tek canli aridir.
Diinyada 52 milyon, iilkemizde ise 4 milyon civarinda ar1 kolonisi bulunmaktadir.
Aricilik sektoriinde iilkemiz, ar1 kolonileri bakimindan diinyada 3. sirada, bal
iiretimi acisindan 4. sirada yer almaktadir. Bu veriler, iilkemizde bal iiretiminin
beklenilen diizeyde olmadigin1 gostermektedir. Arilarin belirli hastaliklara maruz
kalmasi, bal verimini etkilemektedir (3). Stilfonamitler, yapilarinda benzen halkasz,
amin grubu ve siilfonamit grubu bulunduran genis spektrumlu, bakteriyostatik
etkili ilaglardir. Gerek insan saglig1 ve gerekse veterinerlik uygulamalarinda yaygin
sekilde kullanilmaktadirlar (4). Siilfonamit grubu antibakteriyeller, Gram (+) ve
Gram (-) mikroorganizmalara karsi aktivite gosterirler. Siibstitiie siilfonamitler,
aromatik amino grubu azotu (NY ve amido grubu azotu (N") iizerinden
siibstitiisyonlarla hazirlamirlar. Biitiin siilfonamitlerin antibakteriyel aktivitesi N'-
siibstitiie tlirevleri olmasi halinde gozlenir ve bu bilesikler ilac olarak
kullanilmaktadir. Hayvan iiriinlerindeki et, siit, yumurta ve bal gibi hayvansal
tiriinlerdeki siilfonamit kalintilari, alerjik 6zelliklerinden dolayr potansiyel saglik
riskleri olusturmaktadir (5). Siilfonamit grubu antibibakteriyellerin balda
bulunmasina izin verilen {ist limit degerleri, her iilkeye gore farklilik
gostermektedir. Balda sulfonamit kontaminasyonunun belirlenmesinde kesinligi ve
dogrulugu yeterli analitik yontemlerin kullanimi giderek 6nem kazanmustir. Kalinti
stilfonamit saptanmasinda yiiksek performans sivi kromatografisi (LC) ve bir ¢coklu
teknik olarak LC/MS yontemleri kullanilmaktadir. Ters faz sivi kromatografi ile
stilfonamitlerin analizinde UV ve DAD dedektor kullanilarak veya kolon sonrasi
tirevlendirme yapilararak floresans dedektor ile calisilabilir. Ayrica LC/MS
kombinasyonu kullanilarak hem tespit sinirin1 asagilara ¢cekmek hem de bilegigin
yapisi1 hakkinda yeterli bilgi saglamak miimkiindiir.

HW—@%—N@ R =H (sulfanilamit) Sekil 1. Siilfonamitlerin genel yapisi
o H

Martel ve Zeggane (6), bal numunelerinde siilfotiazol tayininde bilesigi
fluoressamin ile tiirevlendirmisler ve olusan floresans o©zellikteki {iriinden
yararlanmiglardir. Siilfometizol, internal standart olarak sec¢ilmistir. Calismada
Hypersil BDS C-18 (250 x 4 mm, 5 um) analitik kolon ve mobil faz olarak akis
hiz1 1,0 mL/dakika olan %?2 asetik asit — asetonitril (60:40, v/v) (pH 4,5) karisimi
kullanilmistir. 405 nm eksitasyon ve 490 nm emisyon dalga boyunun uygun oldugu
belirtilmektedir. Balda siilfotiazoliin kantitasyon limitinin 10 pg/kg oldugu
vurgulanmigtir. Calisma Fransa’da toplanan bal o©rneklerine uygulanmustir.
Maudens vd. (7), bal numunelerinde 12 adet siilfonamitin tayininde tiirevlendirici
olarak yine fluoressamin kullanmiglar ve olusan floresans ozellikteki iiriinleri sivi
kromatografik yontemle ayirmislardir. Purospher Star RP-18 end-capped analitik

334



Turkiye 10. Gida Kongresi; 21-23 Mayis 2008, Erzurum

kolon (150 x 4,6 mm, 5 um) kullanilan calismada mobil faz akis hizi, 0,7
mL/dakikadir. Gradient ¢alisilma, 0,02 M asetat tamponu-asetonitril (98:2 (v/v),
pH 4.,75) ve asetat tamponu-asetonitril (68:32, (v/v)) kullanilmistir. Belgika’da bal
dretimi yapan sirketlerden toplanan bal 6rneklerine uygulanmistir. Bal ornekleri
farkli ciceklerin yam sira tek ¢igekten toplanabilen farkli reolojik orijine sahiptir.
Ornekler 4°C de karanlik bir ortamda saklanmistir. HPLC-floresans teknigi hassas
ve secici bir teknik olarak belirlenmistir. Analiz sonucunda belirlenen degerler,
Avrupa Birligi limit degerlerinin altinda oldugu ifade edilmektedir. Zotou ve
Vasiliadou (8), sulfoasetamit, sulfotiazol, sulfopiridin, sulfomerazin,
sulfometoksipiridazin ve sulfometaksazol olmak iizere 6 adet siilfonamitin bal
numunelerinde analizini HPLC-UV yontemi ile yapmuslardir. Calismada Inertsil
ODS-3 (250 x 4 mm, 5 um) analitik kolon ve mobil faz olarak akis hiz1 1,0
mL/dakika olan metanol- 0,05 M asetat tamponu (pH 3,6) %1 (v/v) asetik asit
(20:80,v/v) kullanmilmistir. Kafein, internal standart olarak secilmistir. Analitlerin
ortalama geri kazanimlarinin %80-117 arasinda ve dedeksiyon limitlerinin 20-25
pg/kg arasinda oldugu vurgulanmistir. Kalinti siilfonamit saptanmasinda yiiksek
performans sivi kromatografisi (LC) yaninda c¢oklu teknik olarak LC/MS
yontemleri kullanilmaktadir. Kiitle spektrometrisinin dedektor olarak kullanildigi
yontemler, yiiksek secicilik ve duyarligindan dolayi son yillarda ozellikle bal
numunelerinde siilfonamit kalintilarinin  tayinlerinde tercih edilmektedir.
Thompson ve Noot (9), siilfodiazin, sulfotiazol, sulfopiridin, sulfomerazin,
sulfometazin, sulfodoksin, sulfodimetoksin ve sulfokloropridazin olmak iizere 8
adet siilffonamitin bal numunelerinde analizini LC-MS/MS yontemi ile
yapmuslardir. Calismada Oasis HLB kati faz kartusu kullanilmigtir. Gradient
calismada birinci mobil faz, formik asitin sulu ¢ozeltisi (%0,1 v/v); ikinci mobil
faz, formik asitin asetonitrildeki ¢ozeltisi (%0,1, v/v) olup iigiincli mobil faz olarak
TFA’nin asetonitrildeki ¢ozeltisi (%2, v/v) kullamlmistir. Calismada numuneler,
seker siilfonamit arasindaki bagi kirmak i¢in asit ile hidroliz edilmistir. 600 adet
bal drnegine bakilmis, analitlerin ortalama geri kazanimlarinin %67-114 arasinda
ve dedeksiyon limitlerinin 0,5 ile 2 pg/kg arasinda oldugu vurgulanmistir. Hammel
vd. (10), elektrospray ionizasyon tandem Kkiitle spektrometresi (LC-ESI-MS/MS)
yontemini kullanarak 5 tetrasiklin, 7 makrolit, 3 aminoglikosit, 8 B-laktam, 2
amfenikol ve 17 adet sulfonamit iceren 42 veteriner ila¢ kalintisini tespit ve tayin
etmislerdir. Gradient calismada kolon olarak Zorbax SB-C18 ters faz kolon
(2,1x50 mm, 1,8um) kullamilmistir. Calisilan bilesiklerin bal numunelerinden
ekstraksiyonu icin genel olarak sivi/sivi ekstraksiyon yontemini uygulamislardir.
Calisilan bilesikler icin dedeksiyon limiti 27-80 ug/kg araliginda bulunmustur.
Mobil fazlardan birincisi ImM nonafloropentanoik asit (NFPA) ve %0,5 (v/v)
formik asit karisimdir. Ikinci mobil faz, %0,5 (v/v) formik asit iceren
asetonitril/metanol (50/50, v/v) ¢ozeltisidir.
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Sekil 2. LC-ESI-MS/MS yontemi kullanilarak elde edilen
stilfonamit kromatogrami (Hammel vd., 2008)

Sonug

Bal verimini ve ar1 hastaliklarin1 dnlemek amaci ile uygulanan bilingsiz antibiyotik
kullanimi sonucu kalinti olugumu, iilkemiz icin sorun teskil etmektedir. Aricilikta
ozellikle cok yanlis bir uygulama olan ve bazi aricilarimizin halen yapmakta
oldugu “ar1 sagh@m koruma maksadi ile antibiyotik kullanimi” incelemeye
almmalidir. Bu uygulama kalinti sorununa sebep olmanin yam sira, arilarin
bagisiklik sistemini zayiflatmakta ve hastalik yapici bakterilerin antibiyotiklere
diren¢ kazanmasina sebep olmaktadir (11). Avrupa Birligi siirecine girdigimiz bu
giinlerde uygulanan islemlerin kontrolii ve buna iligkin yaptirimlarin goz ardi
edilmesi sonucu iilkemizden bal ithalatina yasak getirilebilecegi bilinmektedir.
Antibiyotik kalint1 analizlerinin siiratle yapilmast ve ¢ok diisiik derisimlerin bile
tespit edilmesini saglayacak yeni tekniklerin gelismesi ve rutin analizler arasinda
yer almast ile lilkemizdeki iireticiler bilin¢lendirilmeli ve iiriinlerimizin kalitesinin
yiikselmesi saglanmalidir. Kalint1 siilfonamit saptanmasinda ters faz yiiksek
performans sivi kromatografisi (RPLC), farkli dedektorleri ile yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Sivi kromatografik calismalarda alikonma, siilfonamitlerin
yapilarina ve iyonlagsma ozelliklerine baglidir. Bu yiizden mobil fazin polaritesi ve
pH’s1 kromatografik ayrimda onemli rol oynamaktadir (12). Bir coklu teknik
olarak LC/MS yontemleri siilfonamit kalintt analizlerinde polar bilesiklerle
calismadaki avatajlar1 nedeniyle giderek tercih edilmektedir. Bu calismalarda
LC/MS kombinasyonu kullanilarak hem tespit sinirm1 asagilara cekmek hem de
bilesigin yapisini belirlemenin miimkiin oldugu tespit edilmistir (13)
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