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VAN’DA SATILAN . SUTLERDE AMPISILIN KALINTILARININ TAYINi
VE
ISITMANIN AMPISILIN UZERINE ETKIiSi

Hiilya Sagmanllgill Haluk Testereci 2 idris Tiirel3
Tahir Kahraman* Ali Ertekin?

Determination of Ampicillin Residues in Milks Sold at Van and Heating Effect
on Ampicillin

Summary: Ampicillin residues have been determined in milk sold in Van
markets by high performance liquid chromatography. Ampicillin has been
derivatized to measure with fluorescence detector. No ampicillin residue were
Jound in 26 samples of milks.

Effects of leaving ampicillin at + 95°C with 30, 60, 90 120 minutes
interval, +20°C and + 85°C have been examined. Ampicillin concentration has
significantly decreased with time at +935°C (at least P<0.05). About 12-54% loss in
ampicillin concentration with heat were found.

Leaving the ampicillin added milk at +85°C for one niinutes
(pasteurization) had no effect on ampicillin concentration.
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Ozet: Van marketlerinde satilan sitlerde ampisilin  kalmtist viksek
performansh st kromatografisi ile tavin edildi. Ampisilini fluoresan detektorle
olgebilmek igin  derivatize edildi. 26 siit  numunesinde ampisilin kalintist
bulunamadi. '

Ampisilini +95° C'de 30, 60, 90, 120 dakika araliklarla, +20°C ve
+85°C 've maruz birakmanmn etkisi incelendi. Ampisilin konsantrasyonu +935 °C de
zamanla dnemli  oranda azaldi (en az P< 0.05). Isi ile ampisilin
konsantrasyonunda vaklasik % 12-34 arasinda bir azalmanmin olustugu saptandi.

Ampisilin - ekleninis  siitleri  +85°C de 1 dakika  bwakmanmn
(pastorizasvonun) ampisilin konsantrasyonu lizerine hi¢ bir etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Ampisilin, Siit, Kalinti, HPLC, Ist
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Giris

Penisilin ve ampisilin beta-laktam grubu antibiyotiklerdendir.Dogal ve
sentetik olarak bulunurlar, Tim penisilin gesitleri 6-aminopenisillanik asit’ten
tiirerler . Beta laktam gurubu antibiyotikler, 6-aminopenisillanik asit c¢ekirdegiyle
amid ba@ olusturan guruba goére dayanikliliklari, antibakterivel 6zellikleri ve
farmakolojik aktiveleri farklilik gosterir. Ampisilin  benzil penisilinin yan
zincirindeki o-karbon atomuna amino gurubunun getirilmesiyle hazirlanir
(2.4.8.13). Ampisilin mide asidine dayamikli genis spektrumlu bir
antibiyotiktir.(4,11 ).

Beta laktam antibiyotikler veteriner ve insan hekimliginde yaygin olarak
kullamlmaktadir. Pneumoni, ishal, bagirsak yangisi, meme hastaliklar,
piyolonefrit. septisemi, driner sistem hastaliklarinda genis kullamm alam
bulmaktadir (13).

Evcil hayvanlanin sagittiminda kullamlan beta-laktam antibiyotikler et. siit
ve yumurta gibi hayvansal iiriinlere geger. Hayvansal iiriinlerdeki antibiyotik
rezidiilleri  bu antibiyotiklere hassas kisilerde  akut reaksiyonlara neden
olabilmektedir. Uzun siire diiiik dozda besinlerle alinmasiyle R-plazmud transferi
ile direngli bakteri suglarinin ortaya ¢tkmasi miimkiindiir (1,4.12). Ozellikle siitte
bulunan antibiyotik kalintilar1 yogurt ve peynir hazirlanmasimu olumsuz yénde
etkiler (1,11.12).

Ampisilinin et ve siitte bulunmasina tolere edilebilecek diizeyinin yvaklasik
10 ng/ml olmasi gerektigi bildirilmigtir. Ampisilin verilmis hayvanlarin etlerinin
bekletme siiresi 15 giin ve siitten atilma siiresi 48 saat olarak bildirilmektedir (2.
3,4.9). Siitte bulunan ampisilinin derivatize edilerck, fluorcsan detcktérde tayini ile.
siitteki sakinca yaratmayan diizeyine kadar (10 ng/ml) tamsi bildirilmisgtir (3).

Bu cahgmada Van'daki marketlerden toplanan siitlerde  ampisilin
* kalinisinin olup olmadif ve 1sitma siiresinin ampisilin kalints: iizerine ctkisinin
arastirtlmas: amaglanmstir.

Materyal ve Metot

Numunclerin  hazirlanmasi:  Nisan-Mayis aylarinda Van’da halk
tarafindan satiga sunulan, toplam 26 adet ¢ig inek siit numunelerinde ampisilin
kalintis1 asagida izah edilen kolon oncesi derivatizasyonla fluorese edilerek yiiksek
basingh siv1 kromatografisinde tayin edildi (14).

Ampisilinin 1stya dayamklilhigim aragtirmak amaciyla, 1 1t ¢ig siit iizerine
ampisilin standard: eklendi (300 ng/ml). Bu siit numunelerinden 6 adet 10 ar ml
almip 30, 60, 90 ve 120 dakika +95°C 1siya maruz birakildi.Bu numunelerden 1' er
ml alimip meveut ampisilin derivatize edildi.

Is1 uygulamadan +20°C de (oda 1sisinda) ilk dakikada 1 ml stok siit
ampisilin kanistmindan alinarak derivatizasyon islemi gergeklestirildi.
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Stok siitten 6 adet 10'ar ml alip su banyosunda +85‘_’C‘yc ¢iktiktan
sonra 1 dakika tutularak pastérizasyon islemi uygulandi. Islem sonrasi
derivatizasyon gergeklestirildi.

Standartlarin hazirlanmasi: Ampisilin (oc—aminobezylpenicillin, Sigma)
distile suda g¢bzdiiriilerek stok g¢ozeltisi (100 pg/ml ampisilin) hazirlandi. 300
ng/ml ¢aligma standardi, stok g¢ozeltinin distile su ile sulandirmasi yapilarak
hazirlandi.

Kolon dncesi derivatizasyon:

Sitrik asit ¢ozeltisi: % 37 'lik formaldehit (Rieadel deHaen) suile % 7
'lik yapilarak formaldehit soliisyonu hazirlandi. 400 mM sitrik asit (E. Merck)
soliisyonu, formaldehit soliisyonunda toz sitrik asit ¢ozdiiriilerek hazirlands ( 14 ).

Standardmn veya siitteki ampisilinin derivatizasyon islemi: 1ml. standart
(veya siit) ¢ozeltisi iizerine 1 ml Sitrik asit gozeltisi konuldu. Uzerine 100 yl HCIO4
( EMerck ) cklendi ve kanigm 80 °C  su banyosunda 1 saat tutularak
derivatizasyon tamamlandi. Ornekler 4000 rpm de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra ve 0.45 pm seliiloz membrandan gegirilerek filtre edildi. 20 pl numune C g
kolonuna enjekte edildi.

Mobil faz: Mobil faz 20 mM HCIO4 + Metanol (55:45 v/v) (E. Merck)
kanigtmindan hazirlandi ve pH'1 bir cam elektrotla 1.7 ye ayarlandi. Mobil faz
(Millipore 0.45 pm gegirilerek) filtre edildi ve kullanmadan ©6nce vakum ile
¢oziinmiis gazlarindan arindirild.

Kromatografi: Mobil faz LC-10 AD model HPLC pompa (Schimadzu,
Japonya) ile 1 ml/ min akig mzinda  izokratik olarak kullanildi. Numuneler
Rheodyne 7124 enjeksiyon ( 20-ml yiikleme kapasiteli) valfina verildi. RF-10A
model fluoresan detektor (Shimadzu, Japan) ile 346 nm cksitasyon ve 422 nm
emisyonda okundu. Numuneler Cg kolonda(150x4.6 mm, Shimadzu, Japan) ve
oda 1s'sinda ayrildi.Sonuglar C-R6A model Chromatopac integrator (Shimadzu)
tarafindan hesaplandi.

Sonug ve Tartigma

Van marketlerinde halk tarafindan pivasaya arz edilen ¢if 26 siit
numunesinde ampisilin yeni ve hassas bir metodla arastnlnustir. Hig bir siit
numunesinde  ampisilin  rezidiisine  rastlanmamigir.  Ampisilinin  siitte
taninmasinda UV detektér uzun zamandan beri kullanilmaktadir ( 6,10,11,15 ). Bu
galigmada siitte bulunan ampisilin  derivatize edilip fluoresan 6zellik
kazandinilarak, ampisilinin tam simirt artinlmistir (14).  Bu metod ampisilini 10
ng/ml simirina kadar okuyabilmektedir.

Standart ve siit Orneklerine ait kromatogram pikleri  sekil 1' de
goriilmektedir. Ampisilin i¢in tutulma zaman 4.1 dakika olarak bulundu. Bu da
numunelerin en geg 4-5 dakika arasinda problemsiz olarak tekrar okunmasina izin
vermektedir.

Demet ve arkadaglan (7)., Konya yéresindeki mandiralardan topladiklan
siitlerde penisilin G ., V ve ampisilin  kalinti analizi yaptiklart ¢alismalarinda,
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likit kromatografisi ile UV dedektérde ayrimi yapilan siit 6rneklerinde  ampisilin
ve penisilin V kalinusinin bulunamamasina karsilik 50 adet siit 6rneginin altisinda
penisilin G potasyum (0.385, 12.032, 0.443, 6.048, 1.291. 3.445 ugkg )
bulundugunu bildirmektedirler.

Ampisilin kaulan siitlerde ampisilinin 1sitmayla meydana gelebilecek
degisimleri Sekil 2'de gosterilmistir. Kaslarda penisilin G rezidiilerinin - 20 °C de
10 giinliik bir saklamada kayboldugu bildirilmektedir. 10 giin sonra yaklagik % 50
oraninda bir kayiba ugradign belirtilmektedir ( 2 ). Pastdrizasyon ve 1sitmanin
siitteki antibiyotik kalintilari yok etmedigi ve siitiin 100°C ye kadar isiulmasi ile
penisilinin % 30 . tetrasiklinin % 90, 'streptomisinin % 66. oraninda tahrip oldugu
buna karsilik kloramfenikoliin 1stya dayanikli oldugu bildirilmektedir (16).

859C de 1 dakika 1siya maruz birakilarak pastorize edilen ampisilinli
siitlerde bu gesit bir 1s1min ampisilin {izerine bir etkisinin olmadig: ortaya ¢iknugtir,
Ampisilinli siitlerin 95°C de 30. 60. 90 ve 120 dakika 1siya maruz birakilmalan
sonucunda  kalinti konsantrasyonlarimin  zamana bagim)i olarak  azaldig
belirlenmigtir ($ekil 2). Ortalama ampisilin degerleri Tukey's testi ( 5 ) ile
kargilagtinildiklarinda zamanlar arasinda 6nemli farkliliklar oldugu tesbit edilmigtir
(P<0.05). Bu azalma +20°C de baglangi¢ dakikada okunan degerlere oranla
sirastyla % 12.7, % 35.8, % 46.6 ve % 54.7 oranlarinda oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, Van marketlerinde halk tarafindan satiga arz edilen 26 gig
siit numunesinde ampisilin kalinisina rastlanmamgtir. Ampisilin pastorizasyon
1s1sina karst dayamikh olmasina kargin, 1stmin uzun siire uygulanmasiyle ampisilin
miktarinda azalma belirlenmistir. Pratik olarak kisa siireli 1sitmanmin ampisilin
iizerine etkisi olmadigindan, halk saglhigt agisindan siitlerde ampisilin rezidisiiniin
belirtilen tolerans diizeyini agmamas: lazimdir. Bu nedenle ilgili kurumlarca,
periyodik araliklarla siitlerin bu antibiyotik kahntilanmin mevcudiveti kontrol
edilmelidir.
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Ampisilin

Ampisilin

o -

I 1 [Ty ]

(A) (B) (©)
Sekil 1.Standard (300ng/ml) derivatize edilmis ampisilin (A), ampisilin eklenmis
siit numunesi (10ng/ml) (B) ve Van yoresinde satilan ampisilin kalintisi ihtiva
etmeyen siit numune (C) kromatogramlari. Numuneler Cg kolonunda 20 mM
HC1O4 + Metanol (55:45 v/v) mobil faziyle izokratik olarak ayrnilmiglardir. Tanilar
fluoresans dedektorde (Eks:346 nm ve Ems:422 nm) gergeklestirilmigtir.
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Ampisilin ng/ml
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Sekil 2. Ampisilinin siitlerde +20, +85 (pastorizasvon) ve +95°C de,
zamanla meyvdana gelen degigimleri.
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