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BALDA OKSITETRASIKLIN(OTC) VE SULFAMEZATIN(SM)'IN
TUREV SPEKTROFOTOMETRIK TAYiNi

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF OXYTETRACYCLINE (OTC) AND
SULPHAMEZATHINE(SM) IN HONEY BY DERIVATIVE
SPECTROPHOTOMETRY

Meral TURABIK, Tiirker ASAN
Firat Universitesi Mihendislik Fakaltesi Kimya Mihendisligi Balamii, ELAZIG

OZET: Ozgegmigi bilinmeyen bal émeklerindeki oksitetrasiklin (OTC) va silfamezatin (SM)'In birlikte tayini standart ekleme y&nieminden
yararlanilarak tirev spekirofotometrisi ite yapildi. Analiz igin alinacak bal &rmedi miktar 0,5 g olarak saptandt. Y&ntem, 6n ayirma islemlerine
intiyag duyulmadan uygulanabilmektedir.

OTC, 2° threv spektrumunda 230,5 nm de; SM ise 2° tlrev spektrumunda 254,6 nm da tayin edildi.

Bal'a ifave edilen OTC'nin geri kazanma orani 2° tiirev spekirumunda 370 nm de, SM inise 1° tirev spektrumunda 252 nm de belir-
landl ve %90"In Uzerinde verim elde edildi.

ABSTHAOT. Simultaneous dstermination of oxytetracycline {OTC} and sulphamezathine (SM) in honey with an unknown previous history
was performed by using standard addition methed and derivative spectrophotometry. Previous separation procedures was not required. The
optimum sample size for the analysis was 0,5 g.

OTC was determined at 230,5 nm using the 2° derivative while SM was determined at 254,6 nm using 1° derivative.

2° derivative and 370 nm was used for determining the recoveries of OTC added to honey and 1° derivative and 252 nm was used
for 8M. The recoveries were over %90,

Ginis

Oksitetrasiklin (OTC) ve stlfamezatin (SM} ancilar tarafindan bal anlanndaki {Apis meflifera L.) Ameri-
kan ve Avrupa tipi yavru ¢Origi hastaligimn kentrolunda kullanidmaktadir. Bu iki ilag an kolonilerinin tedavi-
sinde ayri ayn veya iki ilacin karigim: halinde arilann yiyeceklering ilacin ilavesi geklinde kullamimaktadir. Gi-
dalarda istenmeyen kalinti riski yaratmalannin yanisira, hassas kigilerde alerjik ve toksik reaksiyonlara neden
olduklarindan, bu ilaglann analitik olarak kontrollert gerekmektedir.

Ote yandan, saglik otoriteleri gidalarda ia¢ kalintisi bulunmamast hususunda srarl olduklarindan, bir-
¢ok Ulkede ithal ballardan ilag icermedigini gosteren sertifika istenmektedir (NEVADO ve ark. 1991, SALINAS
ve ark. 1991).

Tetrasiklinterin ve siilfonamidlerin tayini igin birgok yéntem éneriimis veya geligtirimigtir {MURILLO ve
ark. 1990, NEVADO ve ark. 1981, NEVADO ve ark. 1992, SALINAS ve ark. 1991). Tetrasiklin ve tirevlerinin
tayininde bunlarin amanyum vanadat ve sodyum kobalt nitrit ile oksidasyonuna dayanan spektroskopik yon-
tem ile OTC'nin metal iyonlanyla kempleks olugturma yetenegdi ve katyonlara kelat tegkil stme 8zelliginden ya-
rartanan yontemler yaygin olarak kullantdmaktadir. Stitfonamidlerin tayini igin ise Bratton-marshall teknigini
esas olan defigik ydntemler geligtirilip otomatize edilmistir (SALINAS ve ark. 1991). Bu ydntemletin, agin mali-
yet, én iglem gerektirme, uzun zaman isteme ve hassashgin sinirh olmasi gibi kisitlayic yénleri vardir.

Son yillarda, farmasétik preperatlarin analizinde tiirev spektroskopisi yénetiminden yararlaniddigi géril-
mektedir (ACAR ve ONUR 1991, ONUR ve ACAR 1989). Yéntemin, spektrumlar Ost {iste ¢akigan maddelerin
biribirinden ayriimasinda ve absorbans hatalannin elimine edilmesinde genig bir uygulama alan bulunmakta-
dir. incelenen uluslararast literatiirde, baldaki pestisit ve ilaglann tayininde, yéntemin kullamldidi gériimekte-
dir (NEVADO ve ark. 1991, SALINAS ve ark. 1891).
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Ulkemizde, gidalardaki ilag miktarlarinin belirlenmesiyle ilgilenen arastirici ve yayin sayist sinirlidir.
Balla ilgili tim aragtirma sayis| ise birkagi gegmemektedir. Oysa, "apymycin®, "tetramezatin”, “fumidil-A", "fu-
midil-B" gibi ticari adlarla regetesiz ofarak satilan ve etken madde olarak antibiyotik-siifonamid igeren ilaglarin
ElaziJ y6resinde bile aricilar tarafindan yaygin olarak kullanildig) gézlenmektedir (YAPAR, 1995)

Bu galigmada, Elazi§ yoresinde satiga sunufan siizme ballarda oksitetrasiklin ve slfamezatin tayinin-
de tirev spektroskopisi yénteminin kullanilabilirligi incelenmigtir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Bal: Siipermarketlerde satisa sunulan farkl firmalara ait hazir siizme ballardan 0,5 kg'lik cam ambalaj-
da ve her markadan birer adet cimak lizere 4 ve 0,5 kg'lik 2 karakovan siizme ball 6rnegi tesadifi drnekleme
yontemiyie sagland:. Etiket bilgileri kaydedilip, érnek ve diretici firma kodu verildikten sonra analize kadar oda
stcakhiginda sakland.

Reaktifler; Oksitetrasiklin HCI (OTC) ve stilfamezatin (SM) Dogu llag firmastndan sadlandi. ilagtarin fir-
ma tarafindan belirlenen minimum ve maksimum etken madde miktarina gore gozeltilerin hazirlanmasinda or-
talama etken madde miktari (OTC=861 pg/mg, SM=995 ug/mg) kullanidi.

Kullamitan diger analitik kalitedeki kimyasallar Merck firmasindan saglandi. Reaktiflerin hazirlanmasin-
da damitik su kullantld,

OTC ve SM Standart Stok Gozeltileri: 200 ppm etken madde igeren OTC ve SM ¢ozeltileri her gaigma
igin taze olarak (gozeltiler bekletildijinde maksimum absorbsiyon veren dalga boyunda sapma ve OTC ¢ozelti-
sinde renk degisikligi gdzlendigi igin) hazirland:.

Asetat Tamponu (pH=4,8): 20 ml 0,2 M asetik asit ve 30 ml 0,2 M sodyum asetat ¢bzeltisi alinarak su
ile 100 ml'ye tamamland:. o
' Ekipman: Klavye ve mikroprosesdrll bulunan CITIZEN D-120 yaziciya baglanmig SECOMAM Marka
SF-0086 model, sabit slit aralikl! UV-Goriinir Bolge Spektrofotometre ve 1 em'lik kuvarz kiivetler kullanid.

Ornegin Analize Hazirlanmasi
0,5 g miktardaki bal érnekleri 50 mi'ik beherlere tartildi. 2 ml. asetat tampon gbzeltisi ile bir miktar da-
mitik suda ¢ézildi. 50 milik balon jojeye aktarlip damitik su ile hacme tamamland.

Analizde Kullanilacak Bal Miktarinin Belirlenmesi
0,1 g; 0,549; 1,0 g ve 2,0 g miktardaki bal igin gozeltilerin 200-400 nm arastnda normal spektrumlar: ile
1°-4° grasinda tiirev spektrumian incelenerek analizde kullanilacak uygun bal miktan saptand..

Spektrofotometre Parametrelerinin Segimi

Bal, OTC, SM lle bal+0OTC, bal+SM ve bal+OTC+SM'in normal spektrumlar: ve bunlarin 1° -4° tiirevie-
ri; tarama hiz) 100-600 nm/dakika, rezolusyon 0,3-20 nm ve tlrev alma agama sayist 1-5 kogullarinda ayn
ayr denenip en iyi sonug veren parametreler segildi.

Dalga Boyu Segimi

0,5 g bal ¢gézeltisinin yanisira 0,5 g bal + OTC, 0,5 g bal + 3M ve 0,5 g bal + OTC + SM gdzeltileri farkh
miktar ve oranlarda OTC, SM ve OTC+8M igerecek sekilde hazirlandi. Gozeltilerin normal spektrumian ve
200-270 nm, 270-340 nm ile 340-400 nm arasinda 1° - 4° tirev spektrumlart incelenerek ilaglarin ayn ayn ve
birlikte tayini ile geri kazanimi igin elverisli dalga boylan aragtiniid.

OTC + SM [geren Balda OTC ve SM Tayini

_ Standart ekleme yontemi ile 0,5 g balda belirli konsantrasyonlarda ve oranlarda OTC, SM ve OTC+SM
bulunacak sekilde drnek ¢bzeltileti hazirtand..
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OTC igin 230.5 nm 2° titrev spektrumlarinda SM igin 254.6 nm 1° tirev spekrumlarinda absorbans-
konsantrasyon iligkileri dederlendirildi, OTC ve SM regresyon denklemleri ve kalibrasyon grafikleri elde edildi.
Bitin bal érneklerinde OTC ve SM miktarian belirend. -

OTC ve SM igeren Balda OTC ve SM'in Geri Kazaniima Miktarlari
Degigik miktar ve oranlarda OTC+SM igeren bal 6rneklerinden OTC ve SM'in geri kazaniima miktarlari
ve oranlart belirlendi.

BULGULAR

Analizde Kullamlacak Bal Miktarn:

0,1 g-2,0 g bal igeren ¢dzeltilerin normal spekirumlan incelendigiinde (Sekil 1), 1,0 g ve fazla miktarda
bal igeren g¢oézeltilerin yiksek absorbsiyen yapmalan sonucu analiz sinianni agtiklan gézlenmistir. 0,1 g bal
érneklerinin ise normal ve tirev spektrumlarinda gok belirgin pikler vermedikleri saptanmistir, aynica drnek
miktannin ¢ok diigik olmasinin analizlerin glvenilinigini olumsuz ydnde etkileyecedi dugiinttimiistitr.

Absorbans

L ’ L ' L Li '
200 250 300 . 350 400
Dalga Boyu(nm)

Sekil 1. Farkh Miktarlarda Bal ir;eren Cozeltiterin Spektrumian

0.5 g bal érnedginin absorbsiyon piklerinin uygun oldugu belienerek, galismada 0,5 g bal émekleri kul-
lanimgtir.

Spektrofotometre Parametreleri
Tarama hizi = 200 nm/dakika, rézelusyon = 0,3 kogullannda tekrarlanabilir dogru sonuglann alindigp

saptanarak, ¢caligmanin tamaminda bu koguliar uygutlandi.

Dalga Boyu
Bal, OTC, SM ile bal+OTC, balOTC, bal+SM ve bal + OTC +SM &rneklerinin normal spektrumlan ve
1° - 4° tlirev spektrumlan kargilagtinldi. Saf ¢dzeltilerinde OTC ve SM'in tayinine olanak saglayan 2° tiirev
spektrumunda (TURABIK, 1995}, OTC'in tayin edildigi 230,5 nm de bal érneginin pik vermesine kargilik SM'in
vermedigi (SM=0), ancak SM'N tayin edildigi 239,5 nm'de SM ile balin pik verdikleri ama kangimlarinda bu
 piklerin birbitlerini etkiledikleri saptands {Sekil 2).
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Sekil 2. Bal, OTC ve SM'in 220-240 nm Arahiginda 2° Tiirev Spektrumlan

Ote yanda, 245-265 nm aralifinda bal, OTC ve SM'n 1 tirev spektrumlarinda 254,6 nm dalga boyun-
da SM ve balin pik verdikleri, buna kargthk OTC'nin vermedigi (OTC=0) belidendi (Sekil 3).

dAIdA

12ppm OTC

-0.010 4 & 6 ppm SM
1 & 0.5gBal
-0.015 r T : , ' ' .
245 250 255 260 265
A{nm)

Sekil 3. Bal, OTC ve SM'in 245-265 nm Araliinda 1° Tiirev Spektrumlar:

Bu nedenle; OTC ve SM igeren ballarda OTC'nin tayin ediimesi igin 2° tilrev spektrumunda 230.5 nm,
SM tayini igin ise 1° tirev spektrumunda 254,6 nm dalga boylan segildi.
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Bal, OTC ve SM'in 340-400 nm aralifjinda elde edilen 2° tirev spektrumlarinda OTC'nin 370 nm de pik
vermesine kargilik bal ve SM'in absorbsiyon yapmadiklan (bal=0, SM=0) bslirlendi ($ekil 4). Bunun yanmisira,
245-265 nm agirhginda elde edilen 1° tirev spektrumiarda SM'in 252 nm de pik vermesine kargilk bal ve
OTC'nin absorbsiyon yapmadiklar (bal=0, OTC=0) saptandi (Sekil 3),

0.002

0.001

d2ArdA?

-0.001 4 o 12ppmOTC
¢ 6 ppmSM
e 0.5gBal
-0.002 . Y ' —— ’
340 360 380 400

A (nm}

$ekil 4. Bal, OTC ve SM'in 340-400 nm Arahginda 2° Tiirev Spektrumlar
(OTC'min geri kazantlmasi igin dalga boyu= 370 nm, Bal = 0, SM = 0).

Bu nedenle, bal dérneklerine ilave edilen OTC'nin geri kazaniima miktariarinin belirlenmesinde 2° tfirev
spektrumunda 370 nm, SM'in geri kazamima miktarlan igin ise 1° tirev spektrumunda 252 nm dalga boylan
secildi.

OTC+SM igeren Balda OTC ve SM Miktarlar

4-16 ppm OTC-SM igeren bal meklerinde standart ekleme ydntemiyle OTC ve SM miktarlarinin belir-
lenmesi'igin geligtirilen regresyon denkiemteri ve saptanan ilag miktarlan Gizelge 1 ve 2'de gériilmektedir. flag
konsantrasyontariyla absorbans arasindaki iligkiyi gtsteren tiirev spektrumlan Sekil 5 ve 6'da vetilmistir.

OTC ve SM'in Geri Kazaniimasi

0,5 g miktardaki bal érneklerine ilave edilen 0-20 ppm OTC veya SM'in geri kazaniima miktarlarimin be-
lirenmesinde: OTC igin saf OTC ¢dzeitiferinin 370 nm de 2° tiirev absorbans degerleri {bal=0, sm=0) kullanita-
rak elde edilen

YoTc=(4,30X10%) +(8,99X10%)C OTC
regresyon denklemi ve kalibrasyon grafiginden, SM igin ise aym sekilde saf SM ¢bzeltilerinin 252 nm de 1° ti-
rev absorbans degerleri (bal=0, OTC=0} kullantlarak elde edilen

Yom = (2,63X10°%) + (1,43X103)C SM
regresyon denklemi ve kalibrasyon grafiginden yarartanildi.
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Cizelge 1. Bal Orneklerinde Bulunan OYC Miktarlari ve Regresyon Denklemleri

Marka Kodu Denklem R OTC*(ppm)
’D230.5 = 1.691 x 107 +2.422 x 104€ 0.998 6.98

B "D230.5 = 5.948 x 10° + 2210 x 10°€ 0.994 269

C *D230,5 = 4.505 x 107 +2.717 x 104€ 0.991 16.58

D *D230.5 = 5200 x 107 + 2.901 x 104€ 0.993 17.95

E *D230.5=2.618 % 107 +2.700 x 10°4€ 0.995 9.69

F *D230.5=3359 x 107 + 2.758 x 104€ 0.992 12.18

* (8 5mek x 2 analiz ortalamasi) D230,5 = 2° tirev, 230.5 nm

Cizelge 2. Bal Orneklerinde Bulunan SM Miktarlar1 ve Regresyon Denklemleri

Marka Kodu Denklem R SM*(ppm)
A 'D2546=3774 % 10% + 1401 x 10°C 0.996 2.69

B 'Dys46=7952 x 10% 4+ 1351 x 10% C 0.997 588

c 'D254.6= 1416 x 10° + 1260 x 10° C 0.998 112

D 'D254.6=1.942 x 10% + 1086 % 103 C 0.994 178

E 'D2546-3.960x 10% + 1246 x 10°C 0994 3.17

E’ 'D254.6 = 1.620 % 102+ 1202 x 10° C 0.991. 13.43

* (8 5mek x 2 analiz ortalamas1) D254.6 = 1° tUrev, 2546 nm

0.010

0.005
™
<
o 0.000 -
“ -
i
- B 4 ppm OTC+4 ppm SM
-0.0059 ¢ 8 ppm OTC+8 ppm SM
1 * 12ppm OTC+12 ppm SM
¢ 16 ppm OTC+16 ppm SM
-0.010 ' ¥ T ' .
220 230 240 250
a{nm)

Sekil 5. 4-16 ppm OLC ve SM Igeren Bal Orneklerinin 220-250 nm Arahginda 2° Tlirev Skepkturmalary
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Sekil 6. 4-16 ppm OTC ve SM igeren Bal Orneklerinin 240-270 nm Arahfainda 1° Tilrev Spektrumlar:

Farkh miktarlarda OTC ve SM iie OTC+SM iceren bal émeklerinde ilag konsantrasyonu ile absorbans

arasindaki iligki $ekil 6, 7, 8 ve 9'da gbrilmektedir. Bala ilave edilen OTC, SM ve OTC+SM'in geri kazanim
miktarlan ve oranlan Cizelge 3'de verilmigtir,

® 12ppmOTC
1 « 16ppmOTC
® 20 ppmOTC
-0.0025 T T ' t T
350 360 370 380

A(nm)

Sekil 7. 8-20 ppm OTC Iceren Bal (rneklerinin 370 nm'de 2° Tiirev Spkektrumlar)
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Sekil 8. 4-16 ppm SM Igeren Bal {rneklerinin 252 nm'de 1° Tiirev Spektrumlari

0.0015

-0.0025

8 4 ppm SM+8 ppm OTC

¢ GppmSM+12 ppm OTC
* 8 ppm SM+16 ppm OTC
¢ 10 ppm SM+20 ppm OTC

350

T T .
360 370 380

A {(nm)

Sekil 9. Degisik Oranlarda OTC ve SM lceren Bal Orneklerinin 370 nm de 2° Tiirev Spektrumlar

TARTISMA VE SONUG

Son yillarda bala verilen uluslararasi énem, gevre kirliligi indikatérii olmas) nedeniyte artmig, balin cog-
rafi kaynags, polen tipleri, kempozisyonu, besleyici defjeri ve kalitesi ile kirlilik diizeyi bir cok aragtinci tarafin-

dan incelenmigtir.

Ote yanda, birden fazla etken madde igeren ilaglarin iiretimi ve kullanimi giderek yayginiagmaktadr.
Bu tiir ilaglarin klasik ydntemletle 6zellikle gidalarda analizi, 6n ayirma iglemlerini gerektirmekte veya cesitli
renk reaksiyonlanndan yararlanmayi zorunlu kilmaktadir, Bu baglamda tilrev spektrofotometrisi; az bilgi ve-
ren, kolay degerlendirilemeyen spektrumlan yararl kilan, normat spektrumda gériinmeyen dzellikleri ortaya ¢i-
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Cizelge 3. Bala {lave Edilen OTC ve $M'in Geri Kazalma Miktar ve Oranlar

Tayin ave Edilen Gerl Kazanilan Geri
Grnek Edilen Miktar OTC/SM Miktar Kazanma
(ppm) Oram (ppm) Orant (%)
4.0 4.1* 102
8.0 73 91
Bal + OTC OTC 12.0 113 94
16.0 14.7 9]
20.0 18.6 93
4.0 3.8 9.5
8.0 7.5 94
Bal+SM M 12.0 118 9.8
16.0 154 9.6
200 19.0 95
5.0 1:1 4.5 9.0
oTC 10.0 2:1 94 94
150 3:1 143 9.5
Bal+OTC+SM
50 1:1 4.8 3.6
SM 10.0 1:2 9.5 9.5
15.0 1:3 14.5 9.6

* (8 Ornek x 2 analiz ortalamasi)

karan yeni bir tekniktir. Bir maddenin spektrumuna istenmeyen bir maddenin etkilerinin elimine edilmesi, not-
mal spektrumlan ist Uste gelen maddelerin absorbsiyon bantlarinin birbirinden aynimasi ve daha bir gok ko-
nuda aragtiricilar bu ydntemle glivenilir sonuglar almaktadiklar.

Turev spektroskopisinin gida analizleri ve kalite kontrolinde de emniyetle kullanilabilecegine isaret
eden aragtirmalar bulunmaktadir: FLETOURIS ve ark. (1993), proteinlerde kalite tesbiti galismalarinda, nor-
mal spekirumda gérilen etkilesimleri, tirev spektrumu yardimiyla elimine etmislerdir. SANCHEZ ve ark.
(1990), romdaki vanillin ve siringaldehit konsantrasyanlannin, BOTSOGLOU (1991) pamuk gigitindeki toksik
aldehit gosipofun miktarimin tiirev spektroskopisiyle saptanabilecedini gdstermiglerdir.

Bu laboratuvarda daha dnce yapilan ¢aligmalarda: saf OTC ve SM'in UV-bélgesinde absorbsiyon yap-
tiklari, OTC'nin 275 nm de SM'in ise 262 nm de normal absorbans dederlerinden tayin edilebilecedi, iki ilaci
birlikte igeren gozeltilerde spektrumlar birbirini etkiledigi icin glivenilir sonug alinamadi§i saptandi. Buna karg-
lik, OTC+SM igeren gbzeltilerdeki OTC miktannin 230,5 nm de (SM= 0) ve SM'in 239,5 nm de (OTC = 0) 2°
tiirev spektrumu yardimiyla belirlenebilecegi gésterildi (TURABIK, 1995).

Balda OTC ve SM tayini i¢in analize alinacak uygun bal 8megi miktarini 0,5 g oldugu belirlenmigtir. Da-
ha fazla miktarda alinan &rnekler fazla absorbsiyon yapmalar nedeniyle analiz tist sininni asmakta, digiik
miktarlar bir yandan belirgin pik vermemekte éte yanda sonuglann dogrulugunu olumsuz yénde etkilemektedir
(Sekil 1). .

Tarama hizi = 200 nm/dakika, rezolusyon=0,3 kogullarinda tekrarlanabilir, dogru sonugiar ahnmstir,

Piyasadan saglanan bal érneklerinde OTC analizi igin 230,5 nm (SM = 0) de 2° tlrev (Sekil 2), SM ana-
lizi igin 254,6 nm (OTC = 0) de 1° tiirev (Sekil 3) segilerek standart ekleme ydntemi kullanilarak yapilan analiz-
lerde ballarin 2,69 -17,95 ppm OTC ve 1,12-13,48 ppm SM igerdikleri saptandi (Cizeige 1,2). Avrupa tlkele-
finde gidalann ilag kalintisi igermemesi yéniinde yasal diizenlemelere gidildigi, gidalarda Arjantin ve Kana-
da'da en gok 7 ppm, Japonya'da 1 ppm OTC bulunmasina izin verildigi (SALDAMLI 1985) dikkate alindigin-
da, ancilarimizin biligsizee ilag kullandiklan ortadadir.

llaglarin geri kazanilmasi deneylerinin- sonugian (Gizelge 3), bala farkh miktarlada ve oranlarda ilave
edilen ilaglarin geri kazanilma oraninin %90'in {izetinde oldufunu gdstermektedir. Bulgular, diger ilaglar igin li-
teratiirde verilen rakamlarla uyum halindedir (MURILLO ve ark. 1990, NEVADO ve ark. 1991, 1992, ONUR ve
ACAR 1989).
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Sonug olarak; balda OTC, SM, OTC+SM'in tiirev spekiroskopisi yontemiyle tayin edilebilecedi gdsteril-
mistir. Yontem herhangi bir 6n381 iglem ya da ayirma prosesine ihtiyag gerekmeden uygulanabilmektedir. Ori-
jini ve 6zgegmisi bilinen gok sayida drnekle ydntemin test edilmesi yararh olacaktir.
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