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OZET

Bu c¢alismada siitte bulunan klortetrasiklin kalintilarina 1s1l islemin etkisi ve 1s1l
islem gormemis, pastorize edilmis ve kaynatilmis siitlerde bulunan kalintilarin
buzdolabr sicakliginda depolama ile degisimi incelenmistir. Antibiyotik kalinti
miktarmin tespitinde Enzim Immunoassay yontemi kullanilmistir. Siitiin pastdrize
edilmesi ve kaynatilmasi sonucunda, klortetrasiklin konsantrasyonunun sirasiyla,
yaklagik %41 ve %48 oranlarinda azaldigi tespit edilmistir. Ayrica buzdolabi
sicakliginda depolamanin tim 6rneklerin konsantrasyonlarinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Varyans analizi sonuglarina gore tiim orneklerde depolama siiresince
klortetrasiklin miktar1 % degisimlerinin 6nemli oldugu ve farkli 1s1l islem
uygulamalarinin, klortetrasiklinin depolama stabilitesini farkli sekilde etkilemis oldugu
sonuclarina varilmistir.
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SUMMARY

In this research, the changes of chlortetracycline residues in pasteurized and
boiled milk by heat treatment and during storage at regrigerator temperature were
investigated. Enzyme Immunoassay Method was used in determining the antibiotic
residue level. Pasteurization and boiling of milk caused a decrease of 41% and 48% in
the chlortetracycline concentrations respectively. Storage of milk samples at refrigerator
temperature also caused a decrease in the concentration of all samples. The variations in
concentration values with heat treatment and the variations in values with storage were
found to be significant. Also heat treatments were found to affect the chlortetracycline
stability during storage.
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1. GIRIS

Antimikrobiyaller, anti enfeksiyoz ajanlar veya kemoterapdtikler olarak da
bilinen antibakteriyel ajanlar, hem sentetik hem de dogal bilesikleri icermektedir. Bu
dogal bilesiklerin olusturdugu grup, antibiyotikler olarak isimlendirilen, genellikle
kiifler veya bakteriler tarafindan diisilk konsantrasyonlarda iiretilen ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etme Ozelligine sahip diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Temelde antibiyotikler bes farkli smiftan olusmaktadir. Ancak
giiniimiizde, bu terim antibakteriyel terimi ile es anlamli kullanildig: igin, nitrofuranlar,

nitroimidazoller gibi bir ¢cok sentetik ilac1 da icermektedir (Gentili v.d., 2005).

Antibiyotikler, diger mikrorganizmalar1 inhibe etmek veya 6ldiirmek amaciyla
baz1 mikroorganizmalar tarafindan iretilen sekonder metabolitlerdir. Cogu kiifler ve

Streptomyces cinsi bakteriler tarafindan tiretilmektedir (Anon., 2006).

Giliniimiizde bir¢ok farkli antimikrobiyal, antibiyotik ve siilfonamid benzeri
kemoterapétik ajanlar, farkli hayvan hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisi icin oldugu
kadar gida tretiminde kullanilan hayvanlarin gelismesini tesvik etmek icin de

kullanilmaktadir (Corcia ve Nazzari, 2002).

Gida amagh yetistirilen hayvanlarda en ¢ok kullanilan antimikrobiyaller bes
grup altinda toplanmaktadir. Bunlar, beta-laktamlar, tetrasiklinler, aminoglikozitler,
makrolidler ve sulfonamidlerdir (Giiley ve Akbulut, 2000; Mellenberger, 1997).
Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan antibiyotikler, penisilin, streptomisin, tetrasiklinler,
sefalosporinler, eritromisin, amoxicillin, neomisindir. Ozellikle siit inekciliginin yaygin
oldugu Marmara, Trakya, Ege, I¢ Anadolu bolgelerinde siit hayvanlarindaki mastitis ve
diger enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi amaciyla sik sik penisilin, streptomisin,
oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve tetrasiklin gibi antibiyotikler ile bunlarin karigimlarinin

kullanildig1 bilinmektedir (Durna, 2003; Temiz, 1985).

Hastaliklar1 iyilestirmek amaciyla cesitli sekillerde siit veren hayvanlara

uygulanan antibiyotikler siite gecerler. Adaleye enjekte edilen antibiyotiklerin kan



yoluyla siit hiicrelerine gelip oradan siite gectikleri belirlenmistir. Mastitis ad1 verilen
meme iltahabini tedavi etmek icin krem veya soliisyon seklinde hazirlanan antibiyotik
preperatlari, meme basindan meme i¢ine, siit kanal ve kanalciklarina gonderilir. S6z
konusu antibiyotiklerin biiyiik bir kism1 meme kanal ve kanalciklarindaki siitle disari
cikar. Bu yiizden antibiyotik uygulandiktan sonra yapilan ilk sagimlarda elde edilen
slitte antibiyotik konsantrayonu ¢ok yiiksektir. Antibiyotik ¢esidine, antibiyotik dozuna,
memenin hastalik durumuna bagli olarak bu antibiyotiklerin siitte bulunma siireleri 2-6
giin arasinda degismektedir (Yaygin, 1999). FDA arastirmalar, siitteki ilag
kalintilarinin temel kayna@inin mastitisin kontroliinde yararlanilan antibiyotiklerin

uygunsuz kullanimi oldugunu belirtmektedir (Jones, 1999).

Antibiyotiklerin = siitteki kalinti miktarini; antibiyotik dozu, antibiyotigin
uygulanma sekli, tedavi siiresi, birden fazla ilacin kullanimi, tedavi siiresince tiiketime
siit vermeme kisitlamasina uymama gibi faktorler etkileyebilmektedir (Jones, 1999).
Antibiyotikler, ¢esidine ve hayvana uygulanis sekline bagl olarak belirli siireler i¢inde
siite gecebilmekte ve uygulamay1 takiben ancak belirli bir siire sonrasinda siit giivenle
kullanilabilmektedir (Temiz, 1985). Antibiyotiklerin siite gegisini; antibiyotik ¢esidi,
antibiyotigin verilme sekli, memenin hastalik durumu, hayvanin karakteri, sagim sayzsi,
mevsimin etkisi gibi birgok faktor etkiler (Uysal vd, 1995). Bununla birlikte, bircok
ilacin, lizerinde yazan yasal arinma siiresinden daha fazla zaman boyunca viicutta
kalmasi nedeniyle, bazi durumlarda siit ornekleri tahmin edilenden daha yliksek
miktarda kalint1 icerebilmektedir. Yasal olarak viicuttan atilma siiresi 72 saat olarak
belirlenen penisilin buna giizel bir 6rnektir. Cilinkii penisilin kalintis1 yaklagik 18 giin

boyunca siitte bulunabilmektedir (Jones, 1999).

Hayvansal iiretimde kullanilan ilaglar, canlilarin viicudunda kismen pargalanarak
etkisiz ve zararsiz hale gelirken, bir kism1 viicutta birikip yumurta ve siit gibi gidalara
gecerek insanlar igin risk olusturur. Siirekli olarak ve yaygin bigimde kirlenmis gidalari
tilkketen toplumlarda wviicut direnci diisebilecegi gibi genel saglik durumlar1 da

bozulabilir, hastalanma ve 6liim siklig1 artabilir (Anon., 2002; Doyran, 2000).



Hayvansal {iriinlerin giivenilir ve kaliteli olmasini1 saglamak amaciyla, hem Tiirk
Gida Mevzuati’'nda hem de Avrupa Birligi Mevzuati’nda, tiikketime sunulan tirlinlerde
bulunabilecek veteriner ilag¢larinin maksimum kalint1 limitleri belirlenmistir. Gidalarda

bulunan veteriner ilag¢ kalintilan tiiketici saglig1 agisindan biiylik 6neme sahiptir.

Gida iiretiminin ¢esitli basamaklarinda kullanilan yontemler bazi ilaglarin kalinti
diizeylerinde degisimlere neden olmaktadir. Caligmada gida giivenligi agisindan son
derece onemli bir konu olan antimikrobiyal kalintilar1 ile ilgili bir arastirma yapilmasi
amaciyla siitteki klortetrasiklin kalintilariin 1s1l islem etkisiyle ve depolama siiresince
degisimi incelenmistir. Ayrica klortetrasiklin iceren siit Orneklerinde, yogurt

bakterilerinin asit gelistirme 6zellikleri incelenmistir.



2. LITERATUR BILGISI

Gidalarda Bulunan Antibiyotik Kalintilarinin Olumsuz Etkileri

Gidalarda bulunan kalintilarin insan sagligir acisindan muhtemel bir¢ok zarari
bulunmaktadir. Goreceli olarak yiiksek antibiyotik kalintis1 iceren gidalar bazi
hipersensitif kisilerde alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir (Anon., 2002; Doyran,

2000).

Ani yan etkilere ek olarak hala tam olarak bilinmeyen ve diisiikk kalinti
diizeylerine maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan uzun donemli etkiler de mevcuttur
(Corcia ve Nazari, 2002). Insanlarda hafif bir alerjiden baslayarak, ¢esitli organlarda
hasara ve anafilaktik soktan (alerjenlere karsi gelisen sok) 6liime kadar degisik etkileri
olabilen zehirlenmelere yol agabilirler. Yine antibiyotik kalintilarinin biriktigi tirtinleri
tilketen insanlarin ince ve kalin bagirsaklarindaki yararli bakteri toplulugunun bask1
altina alinmasi1 ve bdylece zararli bakterilerin liremesine yol acilmasi s6z konusu

olabilmektedir (Anon., 2002; Doyran, 2000).

Cok sik antibiyotikli siit ya da buna benzer gidalar tiiketen bireylerde
antibiyotiklere dayanikli mikroorganizma suslarinin ¢ogalacagi ve bu durumun
antibiyotiklerin insan tedavisindeki etkinliinin azalmasina neden olabilecegi

belirtilmektedir (Anon., 2002; Uysal ve ark., 1995).
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Sekil 2.1. Tetrasiklinlerin Kimyasal Yapilari
(Corcia ve Nazari, 2002)

Sekil 2.1°de tetrasiklinlerin kimyasal yapilar1 verilmistir. Tetrasiklinler, gram-
pozitif ve gram-negatif bakterilere karst genis spektrumlu ve olduk¢a ucuz
antibiyotiklerdir. Bu sebeple sigirlarin hastaliklardan korunmasi, hastaliklarinin tedavisi
gibi amaglarin yaninda (Corcia ve Nazari, 2002), biiylimeyi tesvik amaciyla, torapatik
seviyelerin altinda sigir yemlerine eklenmektedir. Bu gruba, klortetrasiklin,
oksitetrasiklin, tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin gibi bir ¢ok antibiyotik dahildir
(Schenck ve Callery, 1998). Bu gruptan ¢ok az miktarda kalint1 bile, toksik ve alerjik
reaksiyonlara neden olabilmektedir (Boatto vd., 1999).
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Sekil 2.2. Sulfamethazinin Kimyasal Yapisi
(Msagati ve Nindi, 2004)

Sekil 2.2°de sulfamethazinin kimyasal yapisi goriilmektedir. Sulfamethazinin
dahil oldugu Sulfonamidler grubu, bakteriostatik etkili sentetik bilesiklerdir.
Dihidrofolik asidin enzimatik sentezinde p-aminobenzoik asit ile yarigarak etkisini
gosterir. Bu gruba ait 10 farkli madde veteriner hekimlikte hayvanlardaki enfeksiyonlari
Oonlemek ve hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Corcia
ve Nazari, 2002). Ayrica, hayvanlarda biiyiimeyi tesvik amaciyla da
kullanilabilmektedir. Bazi kaynaklarda sulfamethazinin, tiroid kanseri nedeni olan
muhtemel bir ajan oldugu belirtilmektedir. Sulfonamidlerin potansiyel karsinojenik
karakteri nedeniyle, bu maddelerin gidalarda analizi 6zel bir konudur. (Msagati ve

Nindi, 2004).
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Sekil 2.3. Streptomisinin Kimyasal Yapisi
(Anon., 2006b)

Sekil 2.3’te streptomisinin kimyasal yapist verilmistir (Anon., 2006b).
Streptomisin aminoglikozid grubu antibiyotiklerdendir. Aminoglikozitlerin gram-
pozitif ve gram- negatif bakterilere kars1i genis bir etki alan1 vardir. Gida amagh
yetistirilen hayvanlarda en sik kullanilan aminoglikozitler, gentamisin, neomisin,
dihidrostreptomisin ve streptomisindir. Aminoglikozitler, polar, hidrofilik 6zellikte
bilesiklerdir. Antibakteriyal etkisini, 30S ribozoma baglanarak bakteriyal protein
sentezini engellemek suretiyle gosterir. Bu antibiyotikler, uygunsuz kullanimlarinin
kraniyal sinirlerde hasara neden olmasi nedeniyle ototoksik ve bobreklerde hasara neden
olmast nedeniyle de nefrotoksik olarak degerlendirilmektedir (Schenck ve Callery,
1998). Gidalardaki kalintilar1 da bu nedenlerle potansiyel tehlike yaratmaktadir (Corcia
ve Nazari, 2002). Bunlara ek olarak aminoglikozid kalintis1 varlig1 sebebiyle alerjik bazi
reaksiyonlarin da olusabilecegi bildirilmektedir. Damar i¢i ve kas i¢i uygulamalar, yasal
arinma siiresine uyuldugunda, genellikle siitte cok az miktarda kalint1 olusturmaktadir.
Ancak intramamary ve intrauterine kullanim siitte kalinti varlifinin potansiyel

nedenleridir (Gaudin ve ark., 2005).

Bu antibiyotiklere ek olarak veteriner hekimlikte en yaygin kullanilan grup olan
B- laktamlar da penisilinleri ve sefalosporinleri igermektedir. Bunlarin gidalardaki

kalintilar1 da, hassas kisilerdeki potansiyel alerjik reaksiyonlar nedeniyle 6nemlidir.



Antibiyotikler, siit endiistrisinde de bazi problemlere yol agmaktadir. Peynir,
tereyag ve yogurttaki starterlerin aktivitesini geciktirmenin yaninda, tereyag iiretiminde
asit ve aroma maddelerinin liretimini azaltmakta; siitlin pithtilasmasini etkilemekte ve
peynirin olgunlasmasinda problemlere neden olmaktadir (Jones, 1999). Ozellikle yogurt
bakterileri antibiyotiklere karsi ¢ok duyarhidir. Antibiyotikli siit yogurda islendigi
zaman, bunlarin faaliyetleri diisiik antibiyotik dozunda yavaglar, yiiksekte ise tamamen
durur. Yapilan caligmalar, diisiik dozlardaki antibiyotigin Lactobacillus delbrueckeii
subsp. bulgaricus ile Streptococcus termophilus arasindaki simbiyotik c¢alismay1
engelledigini, siitte asitlik olusumunu yavaslattigini géstermistir. Boyle siitlerle yogurt
yapildig1 zaman inkiibasyon siiresi uzamaktadir. Yiiksek dozlarda ise, bakteriler hig
faaliyet gosteremediklerinden siitlerde asitlik yiikselmez. Ayrica antibiyotikli
ortamlarda bakterilerin morfolojik goriiniislerinin de degistigi saptanmistir (Yaygin,
1999). Siit endiistrisinde fermentasyon s6z konusu oldugunda inhibisyona en duyarli
starter bakteri olan Streptococcus thermophilus’un hassasiyeti g6z Oniinde

bulundurulmaktadir (Temiz, 1985; Yamani ve ark., 1999).

Lactobacillus delbrueckeii subsp. bulgaricus ile Streptococcus termophilus’un
ortak kiiltlirlerinin yani saf yogurt kiiltliriiniin, 0.01 IU/ml penisilin, 1.0 IU/ml
streptomisin bulunan siitlerde faaliyetinin yavaslamakta oldugu bildirilmektedir.
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 0.008 IU/ml penisilin, 0.1 pg/ml basitrasin ve 0.08
pug/ml tirotrisin bulunan siitlerde yogurt bakterilerinin ortak faaliyetinin yavasladigi,

yogurt olusumunun zorlastig1 belirlenmistir (Yaygin, 1999).

Bazi1 antibiyotiklerin yogurt bakterilerinin siitteki asit gelistirme ozellikleri
izerine etkilerinin incelendigi bir arastirmada; yogurt kiiltiirtiniin 0.1 IU penisilin/ml ve
10 pg oksitetrasiklin/ml siit konsantrasyonlarinda hemen hemen hi¢ asit gelisimi
gostermedigi; siitin ml’sindeki 1 pg tetrasiklin, 10 pg klortetrasiklin ve 1 pg
oksitetrasiklin dozlarinda da baslangica gore fazlaca bir asit gelisiminin belirlenmedigi

belirtilmektedir (Temiz, 1985).

Tirk Gida Kodeksi’nde antienfeksiydoz ajanlar, kemoterapatikler ve

antibiyotikler olarak siniflandirilmustir. ilgili tebligde tetrasiklin grubu i¢in maksimum



kalintt limiti siitte 100 pg/kg’dir (Anon., 2004). Avrupa Birligi Mevzuati’'nda da
tetrasiklin kalint1 limiti ise 100 ppb olarak belirlenmistir (Corcia ve Nazzari, 2002).

Gidalardaki Antimikrobiyal Kalintilarinin Tespitinde Kullamilan Yontemler

Giliniimiizde gidalardaki antimikrobiyal madde kalintilarinin belirlenmesinde
bircok yontem kullanilmaktadir. Bunlar; mikrobiyal inhibisyon testleri, mikrobiyal
reseptOr testleri, enzimatik kolorimetrik testler, kromotografik metodlar ve immunolojik
testlerdir. Kalint1 testleri kalitatif, kantitatif ya da yar1 kantitatif 6zellik tasimaktadir
(Giiley ve Akbulut, 2000).

Immunolojik ve mikrobiyal inhibisyon tarama testleri gidalarda antibiyotiklerin
aranmasi i¢in en cok kullanilan yontemlerdir. Hassasiyeti yiiksek olan bu mikrobiyal
metodlarin baz1 dezavantajlarinin oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal yontemler ile farkli
antibiyotiklerin ayrilamamasi nedeniyle spesifikliginin diisiik olmas1 (Boatto v.d.,1999),
yiiksek somatik hiicre sayis1 varliginin hatali pozitif sonuglara neden olabilmesi gibi
baz1 dezavantajlar s6z konusudur (Schenck ve Callery, 1998). Bu nedenlerden dolayzi,
stitteki antibiyotik kalintilarinin belirlenmesinde hassas ve spesifik sonu¢ veren 6zel
analitik tekniklerden yararlanilmaktadir. Sivi  Kromotografisi (LC) ve Gaz
Kromatografisi (GC) bu amagla en sik kullanilan yontemlerdir (Schenck ve Callery,
1998).

Biyoassay yontemlerine kiyasla, fizikokimyasal yontemler ¢ok daha giivenilir
sonuglar vermektedir. Bunlar arasinda, GC-LC (Gas- Liquid Chromatography), HPLC
(High- Performance Liquid Chromatography), TLC (Thin Layer Chromatography), jel
elektroforezi ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) metodlar1 sayilabilir

(Scneck ve Callery,1998; Boroglu ve Cakmakg¢i, 2003).
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Gidalardaki Antibiyotik Kalinti Miktarlarimin Cesitli Uygulamalarla Degisimi

Farkli 1s1] islemlere tabi tutulduktan sonra tiiketilen hayvansal gidalarda ve su
iriinlerinde antibiyotik kalintilar1 ile siklikla karsilagilmaktadir. Gida {iretiminin g¢esitli
basamaklarinda kullanilan yontemler, bazi antimikrobiyal maddelerin kalinti
diizeylerinde degisimlere neden olmaktadir. Bu nedenle farkli antibiyotiklerin farkli 1s1l
islemler sonrasi stabiliteleri ile ilgili bilgiler, proses boyunca bu maddelerin parcalanip

par¢alanmayacaginin degerlendirilmesinde 6nemlidir.

Tetrasiklin, penisilin, kloramfenikol gibi antibiyotiklerin pisirme sirasindaki
stabiliteleri ile ilgili az miktarda bilgi mevcuttur ( Shakila et al., 2006). Onceleri bu
arastirmalarda mikrobiyolojik analiz yontemleri kullanilmaktaysa da giliniimiizde
yapilan ¢alismalarda HPLC gibi daha hassas yontemlerin kullanildigi belirtilmektedir
(Rose v.d., 1996).

Isil islemin tetrasiklin grubu antibiyotikler iizerindeki etkisi ile ilgili yapilmig
caligmalar, tetrasiklinlerin hayvansal kaynakli gidalarda 1siya ¢ok dayanikli olmadigim
gostermistir. Bununla birlikte bazi caligmalarda, kemiklere bagli halde bulunan
tetrasiklin kalintilarinin 130 °C’de stabil oldugunun belirlendigi belirtilmektedir (Kiithne
v.d., 2001).

Brander (1970), etteki klortetrasiklin ve oksitetrasiklin kalintilarinin pisirme
sirasinda yok edildigini; Shirk v.d., (1957) ise pisirme sirasinda klortetrasiklinin izo-
klorotetrasikline parcalandigini bildirmislerdir. Feinman ve Matheson (1978) tarafindan
ise, pisirilmis balik ve karideste klortetrasiklin ve oksitetrasiklin kalintilarinin varlig
rapor edilmistir. Benzer sekilde, Katz v.d.,. (1973), pisirme sirasinda, oksitetrasiklinin o

ve B- apoksitetrasiklinlere doniistiigiinii bildirmistir.

Etteki ve kemik unundaki tetrasiklin ve klortetrasiklin kalintilarinin 1s1l islem
sonrast stabilitesinin arastirildig1 bir calismada, 6rnekler 133 °C’de 20, 30, 45 dakika ve
100 °C’de 20 ve 30 dakika boyunca 1s1l isleme tabi tutulmustur. Orneklerdeki 1s1l islem

oncesi ve sonrasi tetrasiklin konsantrasyonu HPLC yontemi ile belirlenmistir. 133 °C’de
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tetrasiklin konsantrasyonunun yaklasik %50 oraninda azaldigr belirtilmektedir.
Klortetrasiklinin ise 1s1ya tetrasiklinden daha duyarli oldugu ve yaklasik %90 - %100
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Calismada elde edilen bulgularin toksikolojik
gecerliligi tartisilmis ve tetrasiklin tiirevlerinin parcalanma iirlinleri ile ilgili daha ileri

caligmalar yapilmasi tavsiye edilmistir (Kiinhe v.d.,2001).

Tetrasiklin tiirevlerinin hayvan yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmasi
sebebiyle, bu maddelerin yemlerdeki stabilitesi ile ilgili de caligmalar mevcuttur.
Yapilan bir calismada, Klortetrasiklin HCl ve Klortetrasiklin kalsiyum kompleksi
kullanilarak 300 ppm klortetrasiklin aktivitesine sahip hayvan yemi hazirlanmig, 1 ay
depolamayi takiben, hig¢ 1s1l islem gérmeden, 105 °C’de 6 saat kuru ve 115 °C’de 15
dakika 1slak sicakliga maruz birakildiktan sonra analiz edilmistir. Orneklerdeki
Klortetrasiklin HCI miktarinda, 1s1l islem gormemis 6rnekte depolama ile %10, kuru
sicakliga maruz birakilmig 6rnekte %14, 1slak sicakliga maruz birakilmis 6rnekte %35
azalma belirlendigi bildirilmektedir. Klortetrasiklin kalsiyum kompleksi iceren
orneklerdeki antibiyotik miktarinda ise, 1s1l islem gérmemis 6rnekte depolama ve kuru
sicakliga maruz birakilmis Ornekte azalma belirlenemezken, 1slak sicakliga maruz
birakilmig 6rnekte %8’lik azalma tespit edildigi belirtilmektedir. Klortetrasiklin HCI’in,
Klortetrasiklin kalsiyum kompleksine gore 1sil isleme daha duyarli oldugu sonucuna
varildig1 agiklanmistir. Bu ¢alisma antibiyotiklerin stabilitesinin kimyasal formlariyla da

ilgili oldugunu gostermektedir (Anon., 2006c).

Yapilan bir ¢alismada, 100°C’de 10, 20 ve 30 dakika pisirme ve 121 °C’de 10 ve
15 dakika firinlama islemlerine tabi tutulan beyaz karidesteki kloramfenikol
kalintilarinin stabilitesi mikrobiyal assay yontemiyle incelenmistir. Bu yontemle, 10, 20
ve 30 dakika pisirme islemine tabi tutulan karideslerde, 1 pg/ml duyarlilikla,
kloromfenikol kaybi sirasiyla %6, %12 ve %29 olarak bulunmustur. Benzer sekilde, 10
ve 15 dakika firinlama islemi uygulanan karideslerde ise kayip sirasityla %9 ve %16
olmustur. Kloromfenikol kaybinin, sicaklik ve 1sitma siiresindeki artigla dogru orantili
olarak arttig1 belirlenmistir. Farkli konsantrasyona sahip orneklerde, kloramfenikoliin
geri kazanim oralarinda istatistiksel olarak 6nemli fark tespit edilmedigi belirtilmektedir

( Shakila et al., 2006).
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Balik dokularinda yapilan bir ¢alismada ise, ormetoprim (OMP) ve
sulfadimethoxine (SDM) kalintilarina pisirmenin etkisi incelenmistir. Bu c¢aligmada,
balik filetolarinda pisirmeden Once ve sonraki antibiyotik kalinti diizeyleri HPLC
yontemiyle belirlenmistir. Filetolar 160 - 200 ° C’de dumanlama, 190° C’de pisirme,
190° C’de kanola yaginda kizartma ve %6 polifosfat ¢cozeltisi enjekte edilerek 4 hafta
dondurularak depolandiktan sonra 190° C’de bitkisel yagda kizartma olmak iizere dort
farkli yontemle hazirlanmistir. Filetolarin pisirilmesi, OMP seviyesinin ortalama %54,
SDM seviyesinin de % 46.1 oraninda azalmasina neden olmustur. Calisma sonucunda
pisirmenin filetolarda kalintt OMP ve SDM diizeylerini dnemli 6l¢iide azalttiginin ve
bunun tiiketiciler agisindan ek bir gilivence sagladigiin belirlendigi bildirilmektedir.
Ayrica, dort farkli pisirme metodu ile elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak farkli

olmadig1 da belirtilmektedir (Dehai ve ark., 1996).

Hayvansal dokularda oldugu kadar siit ve siit {irtinlerinde de antimikrobiyal
kalintilar1 oldukg¢a 6nemlidir. Bununla birlikte, siitteki antibiyotik kalintilarinin 1sil
islem etkisiyle degisimleri ve depolama kosullarindaki stabiliteleri ile ilgili sinirli sayida
veri mevcuttur. Antibiyotikler, iirline isleme asamasindan dnce ¢ig siitlere uygulanan
1s1l islemlerde genellikle bir kayba ugramamakta, 1siya dayaniklilik gostermektedir
(Temiz, 1985). Bununla birlikte siitlerin 1sitilmasi bazi antibiyotiklerin aktivitesini

etkilemektedir.

Arastirmalar penisilin aktivitesinin 72° C’de 15 saniye 1sitilan siitte %8; 87.7
°C’de 30 dakika 1sitilan siitte 9%20; ticari sterilizasyonda %50 azaldigin1 ortaya
cikarmigtir. Ayrica, 85 °C’de 30 dakika 1sitilan siitte oksitetrasiklin (terramisin)
aktivitesinin 2/3 oraninda azaldigi, fakat streptomisin ve kloramfenikole 1sitmanin etkili

olmadig1 bildirilmektedir (Yaygin, 1999).

Hassas bir siit {iriinii olan siittozu {izerinde yapilan bir ¢alismanin sonucunda ise,
siitte bulunan bazi antibiyotik kalintilarinin miktarinda herhangi bir degisiklik
olmaksizin dogrudan siittozuna gectigi, kurutma isleminin antibiyotik kalintilarini

etkilemedigi belirlenmistir (Giiley ve Akbulut, 2000).
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Gidalardaki Antibiyotik Kalinti Miktarlarimin Depolama Boyunca Degisimi

Cig siitiin alim1 sirasinda, siitteki antibiyotik kalintilarinin yasal sinirlara uyup
uymadiginin tespiti ve tiiketiciler i¢in saglik riski olusturan konsantrasyonlarda
kalintiin gida zincirine katilmasinin engellenmesi i¢in bircok hizli test yontemi
gelistirilmistir. Bununla birlikte, alternatif analitik teknikler kullanilarak (6rnek, LC-
UV, GC-MS, LC-MS) ek dogrulama testleri gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu
yontemler kullanildiginda, Orneklerin laboratuvara tasinmasi, uygun depolama
kosullarinda analize kadar bekletilmesi gerekmektedir. Optimal depolama kosulari ile
ilgili bilgiler, kalint1 stabilitesinde kilit 6neme sahiptir (Riediker v.d., 2004). Depolama
boyunca, farkli c¢oziilerde ve farkli biyolojik matrikslerde veteriner ilaglarinin
stabilitesine iligkin calismalar daha ¢ok optimal depolama kosullarinin belirlenmesi

amaciyla yapilmaktadir (Croubels v.d., 2003).

Antibiyotiklerin ve slilfonamid kemoterapatiklerin de bulundugu bir grup ilacin
stabilitesinin test edildigi bir ¢alismada, 6rneklerin proses sicakliklarinin kritik 6neme

sahip oldugu belirtilmektedir (Croubels v.d., 2003).

Depolama veya analiz boyunca, 6rnekteki matriks bilesenlerinin veya analitin
yetersiz stabilite goOstermesi, analiz sonucunun Onemli deviasyonlar olusturmasina
neden olur. Analitlerin, ¢oziiciilerde veya biyolojik 6rneklerdeki stabilitesinin izlenmesi,
normal laboratuvar akreditasyon sisteminin bir parcasidir. Avrupa Birligi direktiflerine
gore, analitin depolama boyunca c¢oziiciideki; depolama boyunca ve/veya Ornek
hazirlama boyunca matriksteki; depolama boyunca ve/veya analiz boyunca ekstrakttaki

stabilitesi test edilmelidir (Croubels v.d., 2003).

Avrupa Birligi direktiflerine gore, analitin bir ¢ozeltideki stabilitesinin
analizinde, analit miktari, taze hazirlanmis ¢ozeltide 6l¢iilmeli, daha sonra her seferinde
10 parca 6rnek alinmali ve bunlar -20, +4 ve +20 ° C’lerde karanlikta ve +20 ° C’de giin
1s18inda  depolanmalidir. Depolama zamaninin 1-4 hafta olarak segilebilecegi

bildirilmektedir (Anon., 2000).
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Farkli antibiyotiklerin farkli gida matrikslerinde stabilitesine iligkin az sayida
calisma mevcuttur. Bu yapilan calismalarin ¢ogunda karaciger, bobrek, kaslar gibi

hayvansal dokular kullanilmistir (Riediker vd., 2004).

Hayvan dokularinda ve plazmada Penisilin G’nin -20° C ve -76 ° C’de 3- 6 ay
boyunca stabilitesi ile ilgili yapilmis iki ¢alismada, -20° C’de depolama ile farkli doku
matrikslerinde farkli oranlarda kayip oldugu bildirilmektedir. -76° C’de depolama ile ise
kalint1 seviyelerinin stabil oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir bagka ¢alismada -75 °
C’de 8 ay boyunca depolanan kas dokusundaki ampisilin (AMPI) diizeyinin 6nemli bir
degisim gostermedigi, fakat -25 © C’de depoanan 6rneklerin konsantrasyonlarinda 3 ay
sonrasinda azalma belirlendigi bildirilmektedir. 4° C’de depolama ile de AMPI
diizeyinde azalma belirlendigi ve dondurma oncesi 6rnek hazirlama metodlarinin, -
laktam antibiyotiklerin stabilitesi {izerinde Onemli etkileri oldugu rapor edilmistir

(Riediker v.d., 2004).

Riediker v.d, Guay ve digerlerinin 1987 yilinda yaptiklar1 bir calismada,
Penisilin G’nin %60’ 1min 2°C’de 48 saat i¢inde pargalanabildigini belirttiklerini, bunun
yaninda, Wiese ve Martin ve ayrica Boison vd. tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda
ise, 20 ve 10 pg/kg Penisilin G igeren siit 6rneklerinde, 4°C’de 6 giin boyunca sabit bir
kalint1 diizeyi belirlendigini bildirmektedir (Riediker v.d., 2004).

Reikider v.d., siitteki baz1 B-laktamlarin belirlenmesi ile ilgili yeni gelistirdikleri
metodun validasyonunda, pastorize siitte ve siit ekstraktlarinda hedef analitlerin
stabilitelerini incelemistir. Amoxisilin, ampisilin, kloxasilin, oxasilin ve penisilin G ile
MRL’ye yakin konsantrasyonlarda olacak sekilde kontamine edilen 6rneklerin, 4°C’de 3
giin depolama boyunca stabil oldugu, 7. giinden itibaren istatistiksel olarak 6nemli
diistislerin tespit edildigi bildirilmektedir. Amoxisilinin ve ampisilinin -20 °C’de stabil
oldugu bulunurken, ayni sicaklikta depolanan kloxasilin, oxasilin ve penisilin G i¢eren
orneklerde, 3 giin sonrasinda az fakat istatistiksel olarak 6nemli diisiisler (%10-20
arasinda) tespit edilmistir. - 76 °C’de 4 hafta boyunca higbir analitte diisiis
belirlenmemistir. Buzdolabr sicakliinda, pastorize siite kiyasla siit ekstraktlarindaki
stabilite daha yliksek bulunmustur. Siit ekstraklarinda pH ayarlandigi ve pH

dalgalanmalarinin tamponlama sistemleri sayesinde engellendigi i¢in stabilitenin yiiksek
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oldugu, buna karsilik pastorize siitiin ¢ok daha kompleks, bakteriyel ve enzimatik
faaliyetlerin gergeklesebilecegi steril olmayan bir sistem oldugu belirtilmektedir

(Riediker v.d., 2004).

Yapilan bir caligmada, tetrasiklin ve klortetrasiklin antibiyotiklerinin duyarlilik
testlerinde kullanilan sivi besiyerlerinde, baslangi¢c konsantrasyonlar1 25 pg/ml olacak
sekilde ayarlanan bu antibiyotiklerin 37 °C’de stabiliteleri HPLC yontemi ile
incelenmistir. Sonuglar, tetrasiklinin incelenen her iki besiyerinde de dnemli bir diisiis
gostermedigini, klortetrasiklinin ise tetrasikline kiyasla daha az stabil oldugunu
belirtmektedir. TSB (Trypticase soy broth) besiyerinde klortetrasiklin miktarindaki
azalma, 3 saat i¢cinde % 50; 7 saat i¢inde %77 olarak tespit edilmis; 24 saat sonrasinda
ise azalma miktart %99 olarak belirtilmistir. NB (nutrient broth) besiyerinde ise
konsantrasyondaki azalma, 3 saat icinde % 7; 7 saat i¢inde %22 olarak tespit edilmis; 24
saat sonrasinda ise azalma miktar1 %75; 48 saat sonra da %89 olarak belirlenmistir.
Suda hazirlanan ¢o6zeltilerinde, tetrasiklin - miktar1 24 saat sonra Dbaslangic
konsantrasyonunun % 93’#i; klortetrasiklin miktar1 ise 24 saat sonra %97’si; 48 saat
sonra da %96’s1 olarak belirlenmistir. Boylece, bu antibiyotiklerin her ikisinin suda
stabil oldugunun tespit edildigi ve stabiliteyi etkileyen en 6nemli faktoriin sicaklik ve
inkiibasyon siiresinden ¢ok, daha oOnceki calismalarda da belirtildigi gibi ortam
kompozisyonu oldugu vurgulanmaktadir (Ray ve Newton, 1991). TSB ve NB
besiyerlerinde klortetrasiklin stabilitesinin incelendigi bu c¢aligmada, ii¢ farkli
konsantrasyon kullanildigi ve bu ii¢ farkli konsantrasyon i¢in bulunan antibiyotik
miktar1 % degisim degerlerinde 6nemli bir farklilik belirlenmedigi bildirilmektedir (Ray

ve Newton, 1991).

Tetrasiklin iceren siit 6rneklerinin laboratuar kosullarinda depolanmasi boyunca
stabilitesi ile ilgili bir calismada, 50 ppb (ng/ml) klortetrasiklin, demeklosiklin,
methasiklin, minosiklin, oksitetrasiklin ve tetrasiklin igeren ¢ig siit ornekleri
kullanilmistir. Ornekler 4 ° C’de ve 25 ° C’de depolama sonrasinda HPLC yéntemi ile
incelenmistir. Bu calismada, 4 © C’de 48 saat ve 25 ° C’de 24 saat depolama sonrasi
onemli bir kayip gozlenmedigi bildirilmektedir. Deneyin yapildig1 kosullarda, 4 ° C’de

72 saat depolama sonrasinda %4 ve %13 arasinda degisen oranlarda ve 25 ° C’de 48
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saat depolama sonrasinda ise %0 ve %18 arasinda degisen oranlarda kayip belirlendigi

belirtilmektedir (Podhorniak v.d.,1999).

Stitte bulunan farkli veteriner ilaglarimin depolama boyunca degisimlerinin
incelendigi bir ¢alismada, ayni gruba ait bazi ilaglarda, depolama boyunca farkli
oranlarda parcalanma belirlenmesine ragmen tetrasiklin grubundaki ilaglarda genelde
yaklasik olarak ayni pargalanma oranlar1 belirlendigi bildirilmektedir (Croubels v.d.,

2003).

Tetrasiklin grubuna ait antibiyotiklerden olan oksitetrasiklinin saf sudaki
cozeltisinin (1000-0.01 mg ml) -25 °C’de 1 ay boyunca stabil olarak depolandig:
belirtilmektedir (Boatto vd, 1999).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cig Sit

Arastirma materyali, uzun zamandir antibiyotik tedavisi gormedigi kesin olarak
bilinen bir hayvandan temin edilerek soguk zincir altinda laboratuara getirilen ¢ig siittiir.
Siit Ornegi, antibiyotik testi uygulanarak kalinti igermedigi dogrulandiktan sonra
kullanilmis ve ¢apraz kontaminasyonu engellemek icin gerekli dnlemler alinmistir. Siit
orneklerine farkli konsantrasyonlarda klortetrasiklin ilave edilmis, 1s1l islem gérmemis,
pastorize ve kaynatilmis siit olarak ayrilmistir. Antibiyotik eklenmeyen kontrol

numunesi antibiyotik bulasisinin engellenmesi i¢in ayr1 bir yerde depolanmustir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan antibiyotik, tetrasiklin grubuna dahil olan klortetrasiklindir

(klortetrasiklin hidroklorit). Bu antibiyotik 6zel bir firmadan temin edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Belirli Konsantrasyonda Antibiyotik i¢ceren Siit Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada klortetrasiklin antibiyotigini, Maksimum Kalint1 Limitinin (MRL)
yaklagik 1 ve 2 kat1 olacak sekilde iceren siit 6rnekleri hazirlanmistir (Gaudin ve ark.,

2005).

Oncelikle 1 mg/!l (ppm) klortetrasiklin igeren 1000 ml’lik siit &rnegi
hazirlanmigtir. Bu ¢6zeltiden 50 ml alip 500 ml’ye siit ile tamamlayarak 100 ppb’lik,
100 ml alimip 500 ml’ye siit ile tamamlayarak da 200 ppb’lik siit Ornekleri
hazirlanmistir (Gaudin ve ark., 2005). Her iki ¢ozelti {icer esit parcaya bdliinmiis ve

farkl balon jojelere aktarilmigtir.

3.2.2. Siit Orneklerine Isil islem Uygulanmasi

100 ppb klortetrasiklin igeren 3 6rnekten biri 1s1l islem gérmemis, biri 65° C’de
30 dakika (LTLT) tutularak pastorize edilmis, biri ise 10 dakika 95° C’de kaynatma
islemine tabi tutulmustur. 200 ppb klortetrasiklin igeren 3 Ornege de ayni islemler
uygulanmistir. Antibiyotik igermeyen kontrol numunesi de tice ayrilmis ve ayni islemler

bu 6rneklere de uygulanmaistir.
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3.2.3. Siit Orneklerinin Depolanmasi

Farkli oranlarda antibiyotik iceren ve farkli 1sil islem gormiis siit 6rnekleri
buzdolabi sicakliginda (0- +4 °C’de) depolanmistir. Siit 6rneklerindeki antibiyotiklerin
0- +4 °C’de stabilitelerinin tespiti, buzdolabi1 kosularinda kisa siireli depolamanin

etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir ( Riediker v.d., 2004).

3.2.4. Siit Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Ornekler analize Competetive Enzyme Immunoassay (EIA) (RIDASCREEN® )

prosediiriinde belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Yagl siit orneklerinin yagini almak icin 10 °C’de 10 dakika yaklasik 3,000
rpm’de sogutmali santrifiijde (Hettich Universal 32 R) santrifiij edilmistir.
Santrifiijlenmis siit 6rneginin yag1 ayrilarak testte kullanilmak tizere buffer 1 ile 1:40

oraninda diliie edilmistir. Testte kuyu basina 50 pl ¢cozelti kullanilmistir (Anon.,2005).

3.2.5.Siit Orneklerindeki Antibiyotik Miktarinin Belirlenmesi

Klortetrasiklin igeren siit 6rneklerindeki antibiyotik miktarlari, Competetive
Enzyme Immunoassay (EIA) (RIDASCREEN® ) prosediiriine gore belirlenmistir. Isil
islem gérmeden, pastdrize edildikten sonra ve kaynatma islemine tabi tutulduktan sonra
buzdolab1 sicakliginda (0- +4 °C’de) depolanan siit 6rneklerindeki antibiyotik kalinti
miktarlari, depolamanin 0., 1., 2., 3. ve 4. gilinlerinde belirlenmis ve analizler ikiser

paralel halinde gergeklestirilmistir.
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[k giin yapilan tespit ile elde edilen iki paralel &rnegin konsantrasyonlarmin
aritmetik ortalamasi Cy, iki paralel Ornegin # zamanindaki konsantrasyonlarinin
aritmetik ortalamasi1 C; olarak kaydedilmis ve her analiz periyodu i¢in C; /Cy orani

hesaplanmistir (Gaudin vd., 2004).

Antibiyotik miktarlarinin belirlenmesinde RIDASCREEN® Antibiyotik test
kitleri kullanilmigtir. Test yoOntemi, yiiksek duyarhiliga sahip, gilivenilir, kolay
uygulanabilen ve ¢abuk sonug veren bir teknik olmasi nedeniyle dnerilmektedir. Testin

prensibi, antijen antikor reaksiyonudur.

Bu yontemle, siit oOrneklerinde klortetrasiklin 1.5 pg/l  diizeyinde
belirlenebilmektedir (Anon., 2005).

Analize baslanmadan oOnce, tiim reaktifler, oda sicakligina getirilmis,

kullanildiktan sonra derhal buzdolabina konulmustur.

1. Her test serisi i¢in taze standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda test kitleri ile
birlikte saglanmis olan standart konsantreler kullanilmigtir. Bu amacla 50 pl standart
konsantre 1 (0 ppb)’e 450 ul buffer 2 eklenerek O ppb lik ; 50 ul standart konsantre 2
(0,5 ppb)’ye 450 ul buffer 2 eklenerek 0,05 ppb lik ; 50 ul standart konsantre 3 (1,5
ppb)’e 450 ul buffer 2 eklenerek 0,150 ppb lik ; 50 pl standart konsantre 4 (4,5 ppb)’e
450 pl buffer 2 eklenerek 0,450 ppb lik ; 50 pl standart konsantre 5 (13,5 ppb)’e 450 pl
buffer 2 eklenerek 1,350 ppb lik ; 50 pul standart konsantre 6 (40,5 ppb)’ya 450 pl buffer
2 eklenerek 4,050 ppb lik standart ¢cozeltiler hazirlanmistir (Anon., 2005).

2. Standartlar ve oOrnekler i¢in yeterli sayida mikrotiter kuyucugu pleyte
yerlestirilmis, ayr1 ayr1 kuyulara 50 pl standart ¢ozeltilerden ya da hazirlanmis 6rnekten
sirastyla eklenmistir.

3. Her kuyuya 50 pl Anti-tetrasiklin antibody soliisyonundan ilave edilerek iyice

karistirilmis ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.

4. Kuyucuklardaki suyu disar1 bosaltilip, kuyular 250 pul PBS-T (PBS tween
buffer) ile 3 kez yikanmistir.
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5. Her kuyuya 100 ul enzim konjugat eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

6. Kuyular 250 pl PBS-T (PBS tween buffer) ile 3 kez yikandiktan sonra her bir
kuyucuga 50 pl substrat ve 50 ul kromojen ilave edilmistir.

7. lyice karistirildiktan sonra 15 dk. oda sicakhiginda ve karanlikta inkiibe

edilmistir.

8. Her bir kuyucuga 100 pl stop solusyonu eklenerek iyice karigtirilmistir. 60
dakika i¢inde ‘ELx800 Serisi Microplate Reader’da 450 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir (Anon., 2005).

Orneklerin veya standartlarin elde edilen absorbans degerleri ilk standardin (sifir
standart) absorbans degerine boliinmiis ve 100 ile ¢arpilmistir. Boylece sifir standart,

%100’e eslestirilmis ve absorbans degerleri yilizde olarak verilmistir.

Standardin (veya 0rnegin) Absorbans degeri X 100 — 9% Absorbans
Sifir Standardinin Absorbans Degeri

Standart ¢ozeltiler ile elde edilen degerler ile ¢izilmis olan grafik kullanilarak,
Ornegin absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon degeri hesaplanmigstir.
Orneklerin  konsantrasyonu hesaplanirken diliisyon faktorii (1/40) gdz oniinde
bulundurulmustur. Bilgisayar ortaminda standart grafiklerin ¢iziminde ve sonuglarin

hesaplanmasinda, Ridawin® programi kullanilmistir (Anon., 2005).
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3.2.6. Antibiyotik Miktar1 Degisiminin Yogurt Bakterilerinin Asit Gelistirme

Ozellikleri ile Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren siit drneklerinde, depolama boyunca
meydana gelen antibiyotik miktar1 degisimlerinin, yogurt bakterilerinin asit gelistirme
ozellikleri iizerindeki etkileri de incelenmistir. Bu amagla TS 1018 Cig Inek Siitii
Standardinda agiklanan Inhibitor Testi uygulanmistir (Anon.,1994). Taze yogurt kiiltiirii
hazirlama asamasinda Yamani vd.(1999) tarafindan o6nerilen Yogurt Kiiltiir Testi (YKT)

kullantlmistir.

3.2.6.1. Yogurt Kiiltiirii Hazirlanmasi

Yogurt Kiiltiir Testinde, Tekirdagdaki bir siit isletmesinde kullanilan yogurt
kiiltiirli (esit miktarda Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii sub-sp
bulgaricus icermektedir) kullanmilmistir. Her kiiltiir, 1 g iyi karigtirilmis taze yogurdun
95 °C de 5 dk 1s1l islem gormiis 99 ml yagsiz siit (%10 kuru madde, w/v) ile
karistirlmasi ile hazirlanmistir. 42 °C de 4 saat inkiibasyona birakildiktan sonra,
kiiltirler 5 °C de depolanmustir. Taze kiiltiirler ayn1 metodla hazirlanip bir sonraki giin

kullanilmistir (Yamani vd., 1999).

3.2.6.2. inhibitor Aranmasi

Stit 6rneklerinden ve antibiyotik icermeyen kontrol Orneklerinden 25°er ml

almmistir. Ornekler 45 °C de 5 dk 1sitilmis ve 10 ml siit alinarak i¢ine 1 ml yogurt
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kiiltiirii ilave edilmistir. 42-44 °C lik etiivde 3 saat inkiibasyon sonunda, Grneklerin titre

edilebilir asitligi tespit edilmistir.

Sahit ile ornegin asitlikleri arasindaki farkin %0.2 laktik asitten fazla olmasi
durumunda, ornekte inhibitdor maddelerin (antibiyotik, deterjan kalintis1 vb.) herhangi

birinden 6nemli miktarda bulundugu anlasilmaktadir (Anon., 1994).

3.2.6.3.Titre Edilebilir Asitlik Tayini

Fermentasyon sonrasinda, yogurt numunelerinden 10’ar gram tartilip, tizerlerine
kaynatilarak 40°C’ye kadar sogutulmus saf sudan 10 ml ilave edilmistir. Bir cam baget
ile ezilip karigtirilan 6rnegin igerisine 0,5 ml fenolftalein belirteg ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Ornek, 0,1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile agik pembe renk 30 saniye
kaybolmayan pembe renk meydana gelinceye kadar titre edilmistir. Harcanan NaOH

¢oOzeltisi miktar1 kaydedilmistir (Anon., 1999).

Titre edilebilir asitlik, asagidaki formiil ile kiitlece % laktik asit cinsinden

hesaplanir (Demirci ve Giindiiz, 2004; Anon., 1999).

%Asitlik = Vx Nx 0.09x 100
G
V= Titrasyonda kullanilan NaOH miktar1 (ml)

N= Titrasyonda kullanilan NaOH normalitesi

G= Alinan 6rnek miktari (g)
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3.2.7. istatistiksel Analizler

Istatistik analizlerde SPSS paket programi kullamilmistir. Varyans analizi
(ANOVA) siitteki antibiyotik kalintilarinin stabilitesi lizerinde farkli 1s1l islemlerin ve
depolama siiresinin dnemini test etmek i¢in yapilmistir (Soysal, 1992). Onemli bulunan

faktorler icin LSD degerleri hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Siit Orneklerinin Antibiyotik Miktarlarindaki Degisimler

Iki farkli konsantrasyonda hazirlanan siit orneklerine iki farkli 1s1l islem
uygulanmustir. Isil islem sonrast Orneklerdeki klortetrasiklin  konsantrasyonlari,
orneklerin absorbans degerlerinden yararlanilarak Cizelge 4.1°deki gibi bulunmustur.
Cizelge 4.1’de orneklerdeki klortetrasiklin miktarinin baslangica gore % degerleri de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Isil islem Etkisiyle Siitteki Klortetrasiklin Miktarindaki Degisim

. . e KONSANTRASYON
ORNEK GOR.D UGUISIL Isul islem Isil islem Isil islem Isil islem
NO ISLEM Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrasi
Co C Co/Co*100 | C/Co*100
(ppb) (ppb) % %
3 Pastorize
(65 Derecede 30 73,263 43,346 100,000 59,165
4
dak.)
165,878 97,137 100,000 58,559
S Kaynatilms
(90 Derecede 10 73,263 37,789 100,000 51,580
6 dak.)
165,878 85,342 100,000 51,449

Cizelge 4.1’den de goriilecegi gibi siitiin pastorize edilmesi ve kaynatilmasi
sonucunda, klortetrasiklin miktarinin sirasiyla, yaklasik % 41 ve % 48 oranlarinda
azaldig1 tespit edilmistir. Caligmada klortetrasiklin miktarinin 1s1l islemle 6nemli 6l¢iide
azaldiginin belirlenmesi, klortetrasiklinin pargalandigin1 veya mevcut yontem ile tespit

edilemeyen diger lriinlere doniistiigiinii gdstermektedir.
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Sekil 4.1. Isil islem etkisiyle siitteki klortetrasiklin
konsantrasyonunun degisimi

Sekil 4.1’den de goriildiigii gibi her iki 1s1l islem konsantrasyonda azalmaya
neden olmustur. Ancak 95 °C’de 10 dakika islem goren Orneklerde klortetrasiklin
miktarindaki azalma ve 65 °C’de 30 dakika islem goren Orneklerdekine gore daha

fazladir.



27

Isil islem etkisiyle klortetrasiklin miktarinda olusan farkliliklart belirlemek

amaciyla varyans analizi yapilmistir. Tespit edilen klortetrasiklin konsantrasyonuna

iliskin degerler kullanilarak yapilan varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Isil islem Etkisiyle Klortetrasiklin Konsantrasyonundaki Degisime iliskin
Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F Degeri p Degeri

Kaynaklan Toplam Ortalamasi
Isil islem tiirii 1 75,273 75,273 60,226** 0,000
Konsantrasyon 1 20531,164 20531,164 16426,991** 0,000
Isil islem varhg: 1 11520,588 11520,588 9217,626** 0,000
Isil islem tiirii x 1 9,728 9,728 7,784 0,024
Konsantrasyon
Isil islem tiirii x Isil 1 75,273 75,273 60,226** 0,000
islem varhg:
Isil islem varhg x 1 1759,215 1759,215 1407,549** 0,000
Konsantrasyon
Isil islem varhg x 1 9,728 9,728 7,784 0,024
Konsantrasyon x Isil
islem tiirii
Hata 8 9,999 1,250
Toplam 15 171593,387 -

**p< 0,01dlizeyinde 6nemli

Konsantrasyon degerleri kullanilarak yapilan varyans analizi sonucunda,

orneklerdeki 1s1l islem Oncesi ve sonrasi antibiyotik konsantrasyonu degisimleri

arasindaki farkliliklar, 1s1l islem tiirleri arasindaki farkliliklar ve konsantrasyonlar

arasindaki farkliliklar %1 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur. Buna ek olarak Isil

islem tirdi x Isil islem varligi, Isil islem varligi x Konsantrasyon interaksiyonlari da

onemli bulunmustur ( p<0,01).
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Kaynaklarda geri kazanim ¢aligmalarina iligskin sonuglarin, % degisim degerleri
olarak da verilmesi nedeniyle, elde edilen veriler ile % degisim degerleri hesaplanmaistir.
Antibiyotik miktarindaki % degisim degerleri kullanilarak yapilan varyans analiz

sonuglar1 ise Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Isil Islem Etkisiyle Klortetrasiklin Miktarindaki % Degisime Iliskin
Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F Degeri p Degeri
Kaynaklan Toplam Ortalamasi
Isil islem tiirii 1 53,982 53,982 38,231%* 0,000
Konsantrasyon 1 0,136 0,136 0,096 0,765
Isil islem varhg: 1 8032,417 8032,417 5688,618** 0,000
Isil islem tiirii x 1 5,629E-02 5,629E-02 0,040 0,847
Konsantrasyon
Isil islem tiirii x Isil 1 53,982 53,982 38,231%%* 0,000
islem varhg
Isil islem 1 0,136 0,136 0,096 0,765
varhgixKonsantrasyon
Isil islem varhg: x 1 5,629E-02 5,629E-02 0,040 0,847
Konsantrasyon x Isil
islem tiirii
Hata 8 11,296 1,412 - -
Toplam 15 104485,477 -

**p< 0,01dlizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda, drneklerdeki 1s1l islem Oncesi ve sonrasi antibiyotik
miktar1 % degisimleri arasindaki farkliliklar ve 1s1l islem tiirleri arasindaki farkliliklar
%1 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur. Buna ek olarak 1s1l islem tiirti ve 1s1l islem
varlig1 interaksiyonu da énemli bulunmustur ( p<0,01). iki farkli konsantrasyon degeri
icin elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliliklar ise istatistiksel olarak 6nemli

bulunmamustir ( p>0,01).

Buna gore klortetrasiklin iceren siit rneklerinin 65 °C’de 30 dakika pastorize
edilmesi ve 95 °C’de 10 dakika kaynatilmasi ile klortetrasiklin miktarinda énemli bir

azalma oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica, kaynatma islemi ile meydana gelen azalma
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ve pastorizasyon islemi ile meydana gelen azalmanin birbirinden 6nemli miktarda farkli
oldugu; kaynatma isleminin klortetrasiklin miktarinda daha fazla bir azalma meydana

getirdigi gosterilmistir.

Elde edilen bu sonuglar, mevcut olan az sayidaki literatiir bilgisiyle paralellik
gostermektedir. Sonuclarin karsilastirilabilecegi; stitteki klortetrasiklinin 1s1l islem
etkisiyle degisimini gdsteren bir ¢calisma bulunmamasina ragmen, klortetrasiklinin bagka
matrikslerde 1s1l isleme gosterdigi stabilite degerleri konu ile ilgili fikir verebilmektedir.
Ornegin, Brander (1970), etteki klortetrasiklin ve oksitetrasiklin kalintilarinin pisirme
sirasinda yok edildigini; Shirk vd., (1957) ise klortetrasiklinin izo-klortetrasikline
parcalandigini bildirmislerdir. 115 °C’de 15 dakika 1slak sicaklifa maruz birakilarak 1
ay depolandiktan sonra analiz edilen yem Ornegindeki klortetrasiklin miktarinda % 35
azalma belirlendigi belirtilmektedir (Anon., 2006¢). Buna ek olarak klortetrasiklin ile
birlikte tetrasiklin grubuna ait olan ve benzer kimyasal yapiya sahip oksitetrasiklinin 85
°C’de 30 dakika sitilan siitteki aktivitesinin yaklasik % 67 azaldigi bildirilmektedir
(Yaygin, 1999). Deneyde, 65 °C’de 30 dakika 1s1l isleme tabi tutulan Orneklerdeki
klortetrasiklin miktarinin % 41 azalmasi, ayn1 siirede daha yiiksek sicaklikta 1s1l isleme

maruz kalan oksitetrasiklinin % 67 azalmasi ile paralellik gdstermektedir.
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Cizelge 4.4. Depolama Boyunca Siitteki Klortetrasiklin Konsantrasyonundaki Degisim

) . KONSANTRASYON (ppb)
ORNEK ISLEM 0. Giin 1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin
NO (Isil islem (C1) (C2) (C3) (C4)
Sonrasi)
1 Isil Islem 73,263 71,186 69,269 62,345 56,653
Gormemis
2 165,878 159,483 155,392 141,680 130,236
3 . 43,346 42,754 40,023 38,736 38,113
Pastorize
4 (65 D]e)recede 30 97,137 95,236 90,163 86,507 86,012
ak.)
5 Kaynatilmis 37,789 36,974 35,829 34,708 34,065
(95 Derecede 10
6 dak.) 85,342 84,548 83,302 80,080 75,967
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Sekil 4.2, siitteki klortetrasiklin konsantrasyonunun 1sil islem etkisiyle ve

depolama ile degisimini gostermektedir.
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160 [] []
= 140 -
'8- o Isil islem Oncesi
£ 120 ]
c m 0.Gln
9 100 0 1.Gin
80 0 2.Giin
60 | m 3.Giin
O 4.Gln
2 40
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0 _
Omek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
1 2 3 4 5 6
Ornekler

Sekil 4.2. Isil islem etkisiyle ve depolama ile siitteki Kklortetrasiklin
konsantrasyonunun degisimi
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Sekil 4. 5. Kaynatilmis 6rneklerde depolama ile klortetrasiklin

konsantrasyonunun degisimi
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Sekil 4.3, Sekil 4.4, ve Sekil 4.5’ten de gorildiigii gibi depolama, tiim
orneklerdeki klortetrasiklin konsantrasyonunda azalmaya neden olmustur.

Depolama boyunca elde edilen klortetrasiklin konsantrasyonu degerleriyle

yapilan varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Depolama Boyunca Klortetrasiklin Konsantrasyonundaki Degisime Iliskin
Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F Degeri p Degeri
Kaynaklan Toplam Ortalamasi
Isil islem tiirii 2 28949,718 14474,859 6677,317** 0,000
Konsantrasyon 1 54229,443 54229,443 25016,286** 0,000
Depolama siiresi 4 1500,296 375,074 173,023%** 0,000
Isil islem tiirii x 2 4320,240 2160,120 996,473** 0,000
Konsantrasyon
Isil islem tiirii 8 641,907 80,238 37,014%** 0,000

xDepolama siiresi

Konsantrasyon 4 203,509 50,877 23,470** 0,000

xDepolama siiresi

Isil islem tiirii x 8 77,267 9,658 4,455%* 0,001
Konsantrasyon x

Depolama siiresi

Hata 30 65,033 2,168 - -

Toplam 59 452540,655 -

*#p< 0,01dilizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonuglarina gére depolama siiresince orneklerdeki klortetrasiklin
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar, %1 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Ayni zamanda farkli 1s1l islem gormiis ve farkli konsantrasyona sahip ornekler
arasindaki farkliliklar da %1 olasilik diizeyinde Onemlidir. Bunlara ek olarak tiim

interaksiyonlar da 6nemli bulunmustur (p< 0,01).
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Kaynaklarda geri kazanim calismalarina iligkin sonuclarin % degisim degerleri
olarak da verilmesi nedeniyle, elde edilen veriler ile % degisim degerleri hesaplanmaistir.
Bu degerlerin hesaplanmasinda 0. giin degeri olarak 1sil islem sonrasi tespit edilen
konsantrasyon degeri kullanilmistir. Cizelge 4.6’da depolama ile siit 6rneklerindeki

klortetrasiklin miktar1 % degisimleri verilmistir.

Cizelge 4.6. Depolama Boyunca Siitteki Klortetrasiklin Miktarimin % Degisimi

. . % KONSANTRASYON DEGISIMI
ORNEK ISLEM 0. Giin 1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin
NO (Isil islem | (C1/Co*100) | (C2/Co*100) | (C3/Co*100) |(C4/Co*100)
Sonrasi)
1 .
Isil islem 100,000 97,165 94,548 85,098 77,328
2 Gormemis
100,000 96,145 93,678 85,412 78,513
3 v
( 65‘;;‘::‘;?(; 30 100,000 98,634 92,334 89,365 87,927
4
dak.) 100,000 98,043 92,820 89,057 88,547
S Kaynatilms
g (95 Derecede 10 100,000 97,843 94,813 91,847 90,145
dak.) 100,000 99,070 97,610 93,834 89,015

Cizelge 4.6’da, depolama boyunca tiim Orneklerdeki klortetrasiklin miktarmin
farkli oranlarda azaldigi goriilmektedir. Buzdolabi sicakliginda depolamanin 4.
giinlindeki konsantrasyon degerleri, 1s1l islem gérmemis Orneklerde depolama
baslangicindaki konsantrasyonun ortalama % 78’1 olarak tespit edilmis; bu deger
pastorize edilmis Orneklerde depolama baslangicindaki konsantrasyonun ortalama
%88°1; kaynatilmis 6rneklerde ise depolama baglangicindaki konsantrasyonun ortalama
%90’1 olarak belirlenmistir. Depolama sonunda klortetrasiklin konsantrasyonlarinda, 1s1l
islem gormemis Orneklerde ortalama %?22; pastorize Orneklerde ortalama %12;
kaynatilmis 6rneklerde ise ortalama %10 azalma oldugu tespit edilmistir. Buna gore, ¢ig
stitte klortetrasiklin stabilitesinin, 1s1l islem goérmiis 6rneklere kiyasla daha diisiik oldugu

gorilmistir.
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Farkl1 1s1l islem gormiis 6rnek gruplarinda depolama boyunca antibiyotik miktari
% degisimlerindeki farkliliklari belirlemek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Cizelge

4.7°de ornekler i¢in yapilan varyans analiz sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.7. Depolama Boyunca Klortetrasiklin Miktarinin % Degisimine Iliskin
Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Kaynaklari Serbestlik Derecesi Kareler Kareler F Degeri P
Toplam Ortalamasi Degeri

Isil islem tiirii 2 220,963 110,481 15,751%* 0,000
Konsantrasyon 1 1,331 1,331 0,190 0,666
Depolama siiresi 4 1779,442 444,860 63,424%%* 0,000
Isil islem tiirii x 2 3,585 1,793 0,256 0,776
Konsantrasyon

Isil islem tiirii x 8 257,407 32,176 4,587%* 0,001

Depolama siiresi

Konsantrasyon x 4 1,887 0,472 0,067 0,991

Depolama siiresi

Isil islem tiirii x 8 12,422 1,553 0,221 0,984
Konsantrasyon x

Depolama siiresi

Hata 30 210,421 7,014 -

Toplam 59 524908,874

**p< 0,01dilizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonuglarina gore depolama siiresince drneklerdeki klortetrasiklin
miktar1 % degisimleri arasindaki farkliliklar %1 olasilik diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Ayn1 zamanda farkl: 1s1] islem gérmiis 6rneklerin % degisimleri arasindaki farklilik da
%]1 olasilik diizeyinde 6nemlidir. Bunlara ek olarak 1s1l islem tiirli ve depolama siiresi

interaksiyonu da dnemli bulunmustur (p< 0,01).

Iki farkli konsantrasyon degeri igin elde edilen % degisim degerleri arasindaki
farkliliklar ise istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir ( p>0,01). Bu sonug, Ray ve
Newton (1991) tarafindan klortetrasiklin stabilitesinin incelendigi ¢alismada elde edilen

sonug ile paralellik gostermektedir.
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Buna gore, tiim Orneklerde depolama siiresince klortetrasiklin miktar1 %
degisimlerinin onemli oldugu; farkli 1si1l islem uygulamalariin, klortetrasiklinin

depolama stabilitesini farkli sekilde etkilemis oldugu anlasilmaktadir.

Depolama boyunca elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliligin

seviyesini belirlemek i¢in yapilan LSD analizi sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Depolama Boyunca Isil isleme Bagh Klortetrasiklin Miktar1 % Degisimi LSD
Testi Sonuglari (a)

Isil islem Ortalama Degerler Sonuglar
Isil Islem Gérmemis 90,789 b
Pastorize Edilmis 93,706 a
Kaynatilmig 95,440 a

(a) Farkli harflerle gosterilen 1s1l islemler, % degisim degerleri yoniinden istatistiksel olarak farklidir. (p=0,01)

Isil islem faktorii i¢in yapilan LSD analizine gore; 1sil igslem gormiis ve
gormemis Ornekler farkli gruplarda yer almaktadir. Pastorize edilmis ve kaynatilmig
orneklerde ise, klortetrasiklin % degisim degerleri benzer 6zellik géstermis ve bunlar

ayni grupta yer almistir.

Varyans analizinde 1s1l islem tiiri ve depolama siiresi interaksiyonunun
istatistiksel olarak 6nemli bulunmasi (p<0,01) nedeniyle, depolamanin her giinii i¢in

elde edilen degerler kullanilarak LSD analizi yapilmistir.

Depolamanin 1. giiniinde elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliligin

seviyesini belirlemek i¢in yapilan LSD analizi sonuglar1 Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Depolamanin 1. Giiniinde Isil isleme Bagh Tetrasiklin Miktar1 % Degisimi
LSD Testi Sonuclari (a)

Isil islem Ortalama Degerler Sonuclar
Isil Islem Gérmemis 96,655 a
Pastorize Edilmis 98,360 a
Kaynatilmig 98,493 a

(a) p=0,01
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Depolamanin 1. glinii elde edilen degerler i¢in yapilan LSD analizine gore; 1s1l
islem gormiis ve gérmemis ornekler ayni grupta yer almaktadir. Buna gore, 1s1l islem
gormemis, pastorize edilmis ve kaynatilmis Orneklerde klortetrasiklin % degisim

degerleri benzer 6zellik géstermis ve tiim ornekler ayn1 grupta yer almistir.

Depolamanin 2. giiniinde elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliligin

seviyesini belirlemek i¢in yapilan LSD analizi sonuclar Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Depolamanin 2. Giiniinde Isil isleme Bagh Klortetrasiklin Miktar1 %
Degisimi LSD Testi Sonuclari (a)

] Isil islem Ortalama Degerler Sonuglar
Isil Islem Gormemis 94,113 a
Pastorize Edilmis 92,573 a
Kaynatilmig 96,235 a
(a) p=0,01

Depolamanin 2. giiniinde elde edilen degerler i¢in yapilan LSD analizine gore;
151l islem gormiis ve gormemis Ornekler aymi grupta yer almaktadir. Buna gore, 1s1l
islem gérmemis, pastorize edilmis ve kaynatilmis Orneklere ait klortetrasiklin %

degisim degerleri benzer 6zellik gostermis ve tiim 6rnekler ayni grupta yer almistir.

Depolamanin 3. giiniinde elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliligin

seviyesini belirlemek i¢in yapilan LSD analizi sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Depolamanin 3. Giiniinde Isil isleme Bagh Klortetrasiklin Miktar1 %
Degisimi LSD Testi Sonugclari (a)

Isil islem Ortalama Degerler Sonuclar
Isil Islem Gérmemis 85,255 a
Pastorize Edilmis 89,340 ab
Kaynatilmig 92,855 b

(a) Farkl harflerle gosterilen 1s1l islemler, % degisim degerleri yoniinden istatistiksel olarak farklidir (p=0,01).
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Depolamanin 3. giiniinde elde edilen degerler i¢in yapilan LSD analizine gore;
151l iglem gormemis ve kaynatilmig Ornekler arasindaki fark 6énemli bulunmustur. Bu
ornekler birbirlerinden farkli gruplarda yer almaktadir. Bununla birlikte, 1s1l islem
gormemis Ornekler pastorize edilmisler ile; pastorize edilmis ornekler kaynatilmis siit

ornekleri ile benzer 6zellik gostermektedir.

Depolamanin 4. giiniinde elde edilen % degisim degerleri arasindaki farkliligin

seviyesini belirlemek i¢in yapilan LSD analizi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Depolamanin 4. Giiniinde Isil isleme Bagh Klortetrasiklin Miktar1 %
Degisimi LSD Testi Sonugclari (a)

Isil islem Ortalama Degerler Sonuclar
Isil Islem Gormemis 77,921 a
Pastorize Edilmis 88,254 b
Kaynatilmis 89,616 b

(a) Farkl harflerle gosterilen 1s1l islemler, % degisim degerleri yoniinden istatistiksel olarak farklidir (p=0,01).

Depolamanin 4. giliniinde elde edilen degerler ile yapilan LSD analizine gore; 1s1l
islem gormiis ve gormemis ornekler farkli gruplarda yer almaktadir. Pastorize edilmis
ve kaynatilmis Orneklere ait klortetrasiklin % degisim degerleri ise, benzer ozellik

gostermis ve bu drnekler ayni grupta yer almistir.

Elde edilen bu sonuglar, mevcut olan az sayidaki literatiir bilgisiyle paralellik
gostermektedir. 4 ° C’de depolamanin 3. giiniinde tespit edilen degerler Podhorniak v.d.
(1999)’nin elde ettigi degerler ile karsilastirilmistir. Depolamanin 3. giinlinde ¢ig,
pastorize ve kaynatilmis orneklerdeki klortetrasiklin miktarinda sirastyla %15, %11, %7
azalma tespit edilmistir. Podhorniak v.d. (1999) de tetrasiklin igeren siit 6rneklerinin
laboratuar kosullarinda depolanmasi boyunca stabilitesi ile ilgili yapmis olduklar
caligmada, tetrasiklin grubu antibiyotikleri igeren (50 ppb klortetrasiklin, demeklosiklin,
methasiklin, minosiklin, oksitetrasiklin ve tetrasiklin) ¢ig siit 6rneklerinin 4 ° C’de 72
saat depolanmasi sonrasinda %4 ve %I13 arasinda degisen oranlarda  kayip
belirlemislerdir (Podhorniak v.d.,1999). Calismada c¢ig siitte % 15 diizeyinde tespit

edilen azalma degeri, bu sonuglara yakin bir degerdir. Aradaki fark kullanilan ¢ig siitiin
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mikroflorasindaki ve kompozisyonundaki veya kullanilan tespit ydnteminin

hassasiyetindeki farkliliktan kaynaklanmis olabilir.

Farkli 1s1l islem uygulamalarinin ortam kompozisyonunu etkilemesi nedeniyle
151l islem gormiis Orneklerde klortetrasiklinin daha stabil olmasi da, Ray ve Newton
tarafindan (1991) klortetrasiklin stabilitesinin incelendigi ve stabilitede ortam
kompozisyonunun oneminin vurgulandigi calisma ile paralellik gostermektedir. Siit
kompozisyonunun, antibakteriyel maddelerin aktiviteleri tizerindeki etkileri ile ilgili
baz1 caligmalar mevcuttur. Bircok arastirici, ¢ig siitiin protein, lipid, pH gibi
komponentlerinin mikrobiyal inhibitérlere potansiyel etkilerine isaret etmistir (Van
Natta v.d.,, 1970). Cig siitte, mikrobiyal yik ve gelisme, somatik hiicrelerin
mevcudiyeti, pH diislisli, mevcut enzim aktivitesi gibi bir¢ok faktoriin her antibiyotigin
parcalanma hizi ve yolu iizerinde farkli etkiler olusturabilecegi belirtilmektedir.
Pastorize siitiin ise ¢ig siite kiyasla daha kontrollii bir matriks olustudugu belirtilmistir

(Riediker v.d., 2004).
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4.2. Siit Ornekleri ile Elde Edilen Yogurtlardaki Asitlik Degerleri

Ornekler, taze hazirlanmis yogurt kiiltiirii ilave edilerek, 42-44 °C lik etiivde 2-3
saat inkiibasyona birakilmistir. Her giin icin asitlik degerleri ve kontrol 6rnekleri ile
arasindaki fark degerleri hesaplanmigtir. Siit 6rnekleri ile elde edilen yogurtlardaki

asitlik degerleri Cizelge 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.13. Klortetrasiklin Iceren Orneklerin Yogurt Kiiltiir Testi Sonuglar

% ASITLIK (laktik asit )

ORNEK | GORDUGU [ 2 3 7
NO ISIL iSLEM Kontrolden Kontrolden Kontrolden Kontrolden
GUN Farki GUN Farki GUN Farki GUN Farki
! és__“ Islem | 0576 0,054 | 0,788 0,045 | 0,540 0,023 | 0,563 0,023
Ormemis
2 0,414 0216 | 0,630 0,203 | 0,405 0,158 | 0,495 0,090
3 Pastbrize | 549 0,072 | 0,653 0,068 | 0,450 0,090 | 0,405 0,045
1 (65° C’de 30
dak.) 0,412 0,200 | 0,540 0,180 | 0,405 0,135| 0,383 0,068
5 Kaynatilms | (414 0,036 | 0,495 0,000 | 0,428 0,000 | 0,428 0,023
6 (95°C’de 10
dak.) 0,396 0,054 | 0,473 0,023 | 0,405 0,023 | 0,428 0,023
KONTROL
(Is1l islem
19 Gormemis) | 0,630 0,833 0,563 0,585
KONTROL
20 (Pastorize) | 0,612 0,720 0,540 0,450
KONTROL
21 (Kaynatilmis) | 0,450 0,495 0,428 0,450

Cizelge 4.13’ten genel olarak depolama boyunca orneklerdeki asitlik degerleri

ile kontrol 6rnegine ait degerler arasindaki farkin azaldig1 goriilmektedir. Klortetrasiklin

iceren Ornekler arasinda en fazla inhibitor etki gézlenen 6rnekler, 2. ve 4. 6rneklerdir.

2. drnekteki inhibitor etki 4. 6rnekte gozleneden daha fazladir.

Baglangicta 2. ve 4. Ornekler ile esit konsantrasyonda antibiyotik igeren

kaynatilmig siit 6rnegi (6. Ornek) i¢in hesaplanan fark degeri % 0,2’ den kiigiiktiir.

Buradan kaynatma ile klortetrasiklinin inhibitdr etkisinin pastorizasyona gore daha fazla

azaldig1 goriilmektedir. Bu degerler, 1s1l islem sonrasi antibiyotik miktarlarinin tespit

edilmesi ile elde sonuglar ile uyumludur. Antibiyotik miktar1 fazla olarak belirlenen siit

ornegi ile elde edilen yogurtta olusan asitlik degeri, diisiik antibiyotik miktarina sahip

ornek ile elde edilen yoguttaki asitlik degerinden daha azdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Isil islem gormeden, pastorize edildikten sonra ve kaynatma islemine tabi
tutulduktan sonra buzdolab:i sicakliginda depolanan siit 6rneklerindeki klortetrasiklin

kalint1 miktarlari, depolamanin 0., 1., 2., 3. ve 4. giinlerinde belirlenmistir.

Siitlin ~ pastorize edilmesi ve kaynatilmast sonucunda, klortetrasiklin
konsantrasyonunun sirasiyla, yaklasik % 41 ve % 48 oranlarinda azaldigi, kaynatma
islemi ve pastorizasyon islemi ile meydana gelen azalmanin birbirinden Onemli

miktarda farkli oldugu goriilmiistiir.

4°C’de depolama, klortetrasiklin igeren tiim oOrneklerin konsantrasyonlarinda
azalmaya neden olmustur. Varyans analizleri sonuglarina goére depolama siiresince elde
edilen farkliliklar ve 1si1l islemler arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. 4 giin
depolama sonunda klortetrasiklin konsantrasyonunda, 1s1l islem gérmemis 6rneklerde
ortalama %22; pastorize orneklerde ortalama %12; kaynatilmig 6rneklerde ise ortalama
%10 azalma oldugu tespit edilmistir. Depolama boyunca elde edilen degerler ile 1s1l
islem faktorii icin yapilan LSD analizine gore; 1s1l islem gormiis ve gérmemis ornekler
farkli gruplarda yer almistir. Buna gore depolama boyunca, pastorize edilmis ve
kaynatilmis 6rneklerde klortetrasiklin % degisim degerlerinin benzer 6zellik gosterdigi
sonucuna varilmigtir. Antibiyotik tespiti yapilacak bir 6rnekte depolama boyunca
stabilitenin analiz sonucu ic¢in 6nemli oldugu, farkli antibiyotiklerin farkli gida
matrikslerindeki stabiliteleri ile ilgili ayrintili ¢alismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna

varilmstir.

Asitlik olusturma durumlarina gore oOrnekler incelendiginde, klortetrasiklin
iceren orneklerde kayda deger inhibitor etki belirlenmistir. Ayrica 6érneklerde, kaynatma
ile antibiyotigin inhibitdr etkisinin pastdrizasyon islemine gore daha fazla azaldig

gorilmiistiir.

Farkli antibiyotiklerin farkli 1s1l islemler sonrasi stabiliteleri ile ilgili bilgiler,

proses boyunca bu maddelerin parcalanip parcalanmayacaginin degerlendirilmesinde
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onemlidir. Bu ¢alismada klortetrasiklin miktarinin 1s1l islemle 6nemli 6l¢iide azaldiginin
belirlenmesi, klortetrasiklinin pargalandigini veya mevcut yontem ile tespit edilemeyen
diger iirtinlere donistiigiinii gostermektedir. Isil islemle veya depolama ile bazi
antibiyotiklerin aktivitesinin azalmasi, bu maddelerin parg¢alanmasi, tiiketiciler i¢in ek
bir giivence saglayabilmektedir. Ancak, bu uygulamalarin her gida matriksi i¢in ayri
ayrt incelenip, pargalanma sonucu olusan irlinler icin toksikolojik caligmalar

yapilmadan bu konuda kesin sonuca varilamayacagi da agiktir.

Hayvansal gidalardaki farkli veteriner ilag kalintilarinin depolama ve farkli
islemler etkisiyle degisimi, gida giivenligi ile iliskili faydali bilgiler sunan énemli bir
caligma alamidir. Farkli gida matrikslerinde farkli veteriner ilaglarinin stabilitesi, farkl
11l iglemler ile bu maddelerin parcalanmasinda sicaklik ve siirenin dneminin tespiti ve
antibiyotik tiirevlerinin par¢alanma iiriinleri ile ilgili daha ayrintili caligmalar yapilmasi

Onerilebilir.
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