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iKiNCi TUREV UV-SPEKTROFOTOMETRE ILE KARISIMLARDA
OKSITETRASIKLIN VE SULFAMEZATININ TAYINI

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SULPHAMEZATHINE AND
OXYTETRACYCLINE IN MIXTURES BY SECOND DERIVATIVE UV
SPECTROPHOTOMETRY

Meral TURABIK Tilirker ASAN
Firat Universitesi Mithendislik Fakiiltesi, Kimya Mithendisligi B&limii, Elazig

OZET: Oksitetraksiklin (OTC) ve siilfamezatin (SMY'i ayri ayn ve birlikte igeren ¢ozeltiler tirev spektrofotometresi
yontemiyle analizlendi. Asetat tamponu ile pH= 4,8 de hazirlanan ¢bzeltilerle givenilir sonuglar alinds,

Saf OTC gézeltilerinde OTC miktan 275 nm de normal spektrum absorbans degerlerinden yararlanilarak elde
edilen Y= (-3,35x102)+(3,658x102) Cgpe regresyon denklemi veya kalibrasyon grafifi, Yom= (-3,39x107)+
(6,808x109)Cg,4 denkiemi veya kalibrasyon grafigi yardimiyla sat SM ¢Ozeltilerinde SM miktan 262 am de aymi gekilde
belirlenebilmektedir.

OTC ve SM’i birlikte iceren gozeltilerde ise OTC miktart 2305 am de ve SM miktart 239,5 nm’de 2° tiirev
spektrumlan kullamlarak elde edilen regresyon denkleminden 2Dy 5= (7.63x10°%) + (3,02x10"Cqpe ve 2Dypps=
(3,58x10%) + (6,082:(10'4)CSM veya kalibrasyon grafiklerinden yararlanttarak saptanabilmektedir.

Geri kazanma deneyleri, OTC+ SM karigimlarinda bulunan ilaglarn 20 ppm diizeyine kadar % 90'n iizerinde
bir dogrulukla tayin edilebilecegini gbstermigtir.

Yontem, herhangi bir 6n iglem ya da ayirma prosesine gerek duyulmadan uygulanabilmektedir.

ABSTRACT: Oxytetracycline (OTC), sulphamezathine (SM) and binary mixtures can be resolved by derivative
spectrophotometry. [n pure aquous solutions (pH= 4,8). OTC and SM can be determined by using normal spektrum
absorbans values at 275 nm and 262 nm respectively.
QTC in binary mixtures (pH= 4,8) can be determined from the second derivative spectra at 230,5 nm and SM
from the values at 239,5 nm thereby absorbance effects and the interaction between the two compounds cah be eliminated.
The method does not require any separation procudure. It is suitable for samples containing up to 20 ppm OTC
or SM and the recovery is 90 %.

GIRIS

Tetrasiklin ve tiirevleri (oksitetrasiklin, klortetrasiklin, doksisiklin vb) tip ve veteriner hekimlikte
bakteriyostatik ve antibiyotik ilaglar olarak yaygm sekilde kullanilmaktadir (SALINAS ve ark. 1991). Ay
sekilde sillfonamidlerden (siiffametaksol, sillfatiazol, siilfamezatin vb) cesitli hastahklarin tedavisinde
vararlamimaktadir.

Farmasotik preparatlarda etken madde miktarlarinin belirlenmesi ve gidalarda ilag kalintdarmin
saptanmast igin son yillada birgok ybntem geligtirilerek rutin gahgmalar igin Snerilmigtir (mikrobiyolojik,
gaz kromatografik, HPLC vb)(MIGUEL, 1991; MUINO ve LOZANO, 1991; HEMMERLING, 1987,
NEVADO ve ark. 1991; SALINAS ve ark. 1991). Bu yontemlerin: 6n iglem gerektirme, uzun zaman isteme,
hassashgin sinirli olmasi ve agir maliyet gibi kisitlayicr noktalart vardr.

Tiirev spektrofotometrisi, ilag karrgimlarinm analizinde ¢ok yararl bir yontemdir. Yéntem, normal
spektrumun miktar tayinine elverigh olmadig: ya da tayinin gok zor yapildigi durumlarda uygulanabilir,
Tiirev spektrofotometri yonteminin, spektrumlari iistiiste ¢akigan karigimlar: ayirma, hassashk ve 6n iglem
gerektirmeme gibi avantajlart bulunmaktadir (SALINAS ve ark. 1991).

Bu ¢aligmada, oksitetraksiklin ve siilfamezatin ayn ayr1 ve ikili karigrmlarda herhangi bir 6n ayirma
islemi yapmaksizin tiirev spektrofotometrisi yontemiyle analizlenmistir.

MATERYAL VE MEOT
Materyal

Oksitetraksiklin HCl (OTC) ve silfamezatin (SM) Dogu lag Firmasrndan saglandi. ilaglarin
minimum ve maksimum etken madde icerikleri firma tarafindan OTC igin 834,0 pg/mg ve 8894 ug/mg,
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SM igin ise 980 pg/mg ve 1010 pg/mg olarak belirlenmigtir. Her iki ilacm ¢dzeltileri, otalama etken madde
miktar1 (OTC- 861,7 pg/mg, SM= 995 pg/mg) hesaplanarak hazirlandi.

Tampon ¢ézeltilerin hazirlanmasinda kullanilan analitik kalitede asetik asit, sodyum asetat, sitrik
- asit, sodyum sitrat ve pH’'min ayarlanmasinda yararlamlan HCI ile NaOH Merck Firmasrndan temin edildi.

Ekipman

Caligmada, klavye ve mikroprosesérii bulunan CITIZEN D-120 yaziciya baglarimig SECOMAM
marka SF-0086 model, sabit slit aralikli (2 mm) UV-Gériiniir Bélge Spektrofotometresi ve 1 em’lik kuvarz
kiivetler kullamld,

Metot
OTC ve SM Sulu Cozeltilerinin Hazirlanmas:

200 ppm ctken madde igeren OTC ve SM standard stok ¢bzeltileri saf suyla hazirlandt (her iki
ilacin gdzeltileri bekletildiginde, maksimum absorbsiyon veren dalga boyunda sapma ve QTC gOzeltisinde
enk degisikligi gozlendiginden, stok ¢dzeltiler her galigma igin taze olarak hazirlandr).

Optimum analiz kosullariun belirlenmesi ve depisik parametrelerin etkilerinin incelenmesi
cabgmalarinda, stok ¢zeltilerden yararlamilarak 0-40 ppm etken madde igeren caligma ¢ozeltileri hazirlands,

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
Asetat Tamponu: Saf suyla hazirlanan 0,2 M asetik asit ve 0,2 M sodyum asetat ¢dzeltilerinden farkh
pH’larda asctat tamponu hazirlanmasnida yararlamlds,

Sitrat Tamponu: Farkh pH’larda sitrat tamponu hazirlanmasinda, 0,1 M sitrik asit ve 0,1 M sodyum sitrat
coziltilerinden yararlamlds,

Cahsma Kogullaimin Optimizasyonu

Maksimum absorbsiyon dalga boyu segimi: Farkh konsantrasyonlarda OTC ve SM igeren ¢Ozeltilerin 200-
400 nm simrlar: arasinda normal spektrumlan elde edilerek, her iki ilactn maksimum absorbsiyon yaptiklan
dalga boylan ile bunlara karg: gelen pikler belirlendi.

Uygun pH ve tamponun belirlenmesi: Degisik konsantrasyonlarda ilag igeren OTC ve SM ¢bzeltilerinin
pH’lar: 0,1 M HCl veya NaOH ile pH= 1-12’ye ayarlamp 200-400 nm arasinda taranarak uygun pH aralg
belirlendi.

Asetat ve sitrik tamponlarmin uygun pH araligmdaki ¢ozeltileri ile hazirlanan OTC ve SM gahgma
gozeltilerinin maksimum absorbsiyon pikleri degerleri pH’ya karg: grafige almp, en uygun tampon ve pH
degeri belirlendi.

Konsantrasyonun lineer tayin simirlarmn saptanmasr: pH ve dalga boyu sabit tutulup, cesitli
konsantrasyonlardaki OTC ve SM’in absorbsiyon degerleri konsantrasyona kargt grafige geginilerek, OTC
ve SM'in lineer olarak tayin edilebildigi konsantrasyon smrlan belirlenmdi.

Spektrofotometre parametrelerinin se¢imi: OTC ve SM ¢ozeltilerinin ve karigimlarimn maksimum dalga
boylarmdaki normal spketrumlar: ile bunlarin 1°-4° tiirevleri, tarama hiz: 100,200,400,600 nm/dakika,
rezoliisyon: 0,3;0,5;1,0;2,5;5,0;10;20 nm ve tiirev alma asama sayis1 1-5 kosullarmda ayri ayr1 ¢alisthp elde
edilen bulgular kiyaslanarak en iyi sonug veren parametreler segildi.

Ornegin Analize Hazirlanmas:
200 ppm standard OTC veya SM stok ¢ozeltilerinden uygun miktar 50 mI'lik ol¢iili balona aktarihp
2 ml tampon g¢bzelti eklendi ve saf su ilc hacme tamamland,
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Sulu Saf Cozeltilerde OTC veya SM Tayini
Asetat tamponu (pH= 4,8) ile hazirlanan 2-20 ppm saf OTC veya SM igeren gozeltilerin
absorbsiyon miktarlary, ilaglarn pik verdikleri dalga boylarinda (OTC: 275 nm ve 355 nm de, SM: 240,4 nm
. ve 262 nm) olgiildi. OTC ve SM igin regresyon denklemleri ve kalibrasyon egrileri clde edildi.
Calismanin amaglar: ve etkili faktorler dikkate abmp bulgular kiyaslanarak hangi eprilerin
kullanilabilecegi saptandi.

Normal Spektrum Yardimuyla Iki ilacin Birlikte Tayini
Sulu saf OTC, SM ve OTC+SM ¢ozeltilerinin 200-400 nm arasinda normal spektrumlan
incelenerek, ikili kariggimiarda OTC ve SM tayininin miimkiin olup olmadign aragtirids.

Spektrum Tiirevi Yardimyla [ki llacin Birlikte Tayini

OTC ve SMi birlikte iceren cozeltilerde, normal spektrum yardimyla miktar tayininin saglikh
olarak yapilabilmesi, 240,4 nm-275 nm arasnda OTC ve SM piklerinin birbirini etkilemesi nedeniyle
miimkiin gériinmediginden, spektrumlanin 1°-4° tiirevleri incelendi.

Spektrum tiirevlerinde ilaglardan birinin absorbsiyon yapmadigi digerinin yaptifa dalga boylari
saptand1 (sifir kesigme noktast).

OTC ve SM’i depisik konsantrasyonlarda birlikte igeren gozeltilerin spektrum tiirevierinde dalga
boyu, konsantrasyon ve absorbans aasinda linger bir iliskinin varhg arastinildi. Regresyon denklemleri ve
kalibrasyon grafikleri elde edildi. Geri kazanma deneyleri ile yontem test edildi.

BULGULAR VE TARTISMA
OTC, SM ve OTC+SM’in Normal Spektrumlari

Saf OTC ve SM’in her ikisinin de UV-bolgesinde absorbsiyon yaptiklari gozlendi (§ekil 1). Normal
spektrumlarinda OTC 275 nm ve 355 nm dalga boylarmda, SM ise 2404 nm ve 262 nm de pik
vermektedirler.

pH ve Tamponun Etkisi

Farkh pH’larda elde edilen spektrumlar kiyaslandiginda (Sekil 2-3), her iki ilacin absorbsiyon
piklerinin ¢ok diigiik ve yiiksek pH’larda yeterince belirgin olmadig, piklerin keskinliklerini yitirdikleri
gozlenmigtir.

Cahgmalar igin en uygun pH arabgmm pH=4-6 oldugu saptanmugtir. pH=4,8 olan asetat
tamponuyia hazirianan orneklerie ahman sonuglar karariiik gosterdiginden (§ekil 4) caligmanin sonraki
asamalarmin tamammda OTC ve SM ¢ozeltileri pH=4,8 olan asetat tamponuyla hazirlanmgtir,
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OTC ve SM’i Tek Bagma Iceren Cozeltilerde Miktar Tayini

Dencysel bulgular, Cizelge 1'de verilen kosullarda saf OTC veya SM igeren c¢ozeltilerin
analizlerinde dogru ve tekrarlanabilir sonuglarm alindigim gostermigtir (Sekil 5-6).

Cizelge 1. OTC ve SM Tayin Kosgullan

Tampon rH Lineer Tayin Dalga Boyu Tarama Hizi Rezoliisyon
Aralifs (ppm) (nm) {nm/dak)
OTC Asetat 48 4-45 275 200 0,3
SM Asetat 48 2-24 262 200 0,3

Kalibrasyon grafikleri ve regresyon denklemleri yardimiyla, saf OTC gozeltilerindeki OTC miktart
275 nm de SM ise 262 nm de normal spektrum absorbans degerlerinden belirlenebilmektedir:

Yaus= (-3,35x10%) + (3,658x10%)Core

Yoo~ {-3,39x10%) + (6,868x10?)Cq,,
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Sekil 5. 4-16 ppm OTC Igeren Cozeltilerin Spekirumlar: Sekil 6, 4-10 ppm SM Iceren Cozeltisinin Spektrumlars

Spektrum Tiirevi Yardimyla OTC+SM Iceren Cozeltilerde iki flacin Birlikte Tayini
OTC’nin 275 nm’deki piki SM’in 240,4 nm ve 262 nm’deki piklerine olduke¢a yakin bulundugundan
(Sekil 7), ikili karigmlarm normal spektrumlarinda her iki ilacin piklerinin birbirinden etkilendigi
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gbzlenmektedir. Bunun igin, bu bolgede OTC ve SM tayininin giivenilir sekilde yapilmasmm miimkiin
olmadif sonucuna varilmigtsr,
Degisik oranlarda OTC+SM igeren ¢bzeltilerin

e e 12ppmOTC 1°-4° tilrev spektrumlarinm incelenmesi sonucu, 2° tiirev
e . S cwapmsm | spektrumunun amaca uygun oldugu belirlendi (Sekil 8).
o6 230,5 nm de SM’in absorbsiyon yapmadig1 (SM =0) buna

] kargthk OTC’nin bu dalga boyunda absorbsiyon yaptig,
0.4+ aym sekilde OTCnin 239,5 nm de absorbsiyon
02 yapmamasina kargiik (OTC=0) SM’in yaptigi belirlendi.

: Bunun yam sira, OTC ve SM’i birlikte iceren
0.0+ gbzeltilerin 2° tirev spektrumlarinda 230,5 nm de OTC

o2 ] . —_— : i ) konsantrasyonu ile absorbsiyon arasinda ve 239,5 nm de

200 . 250 300 350 400 SM konsantrasyonuyla absorbsiyon arasinda lineer bir
Dalga Boyu(nm) iligkinin varh@ gozlenmektedir (Sekil 9-10). Bu

Sekil 7. 12 ppm OTC, 6 ppm SM ve 12 ppm OTC+6 ppm  iligkilerden yararlanifarak OTC+SMaigeren ¢ozeltilerdeki
SM Iceren Cozeltilerin Spektrumu OTC miktarn 230,5 nm’de 2° tiirev spektrumu

kullamlarak gelistirilen Y,y 5= (7,63x10%) + (3,02x10
“YCorc regresyon denklemi veya kalibrasyon grafigi yardimiyla, SM miktan ise 239,5 nm’de 2° tiirev
spektrumu kullamlarak geligtirilen Y= (3,58x10°) + (6,082x10°)Cgy regresyon denklemi veya
kalibrasyon grafigi yardimiyla saptanabilmektedir. Geri kazanma deneyleri, saf OTC+SM karigimlarinda
bulunan ilaglarin 20 ppm diizeyine kadar % 90'in iizerinde bir dogrulukla tayin edilebilecegini gbstermigtir
(Gizelge 2).
Bunun yam sira, OTC ve SM'’i birlikte igeren ¢ozeltilerin 2° tiirev spektrumlarinda 230,5 nm de
OTC konsantrasyonu ile absorbsiyon arasinda ve 239,5 nm de SM konsantrasyonuyla absorbsiyon arasinda
lineer bir iligkinin varlign gozlenmektedir (Sekil 9-10). bu iligkilerden yararlambrak OTC+SM igeren
cozeltilerdeki OTC miktar1 230,5 nm’de 2° tiirev spektrumu kullamlarak geligtirilen Y y,5= (7,63x10°
%)+ (3,02x10*)Cyc. regresyon denklemi veya kalibrasyon grafigi yardimiyla, SM miktar: ise 239,5 nm’de 2°
tiirev spektrumu kullamlarak geligtirilen Y ,5= (3,58x10%)+(6,082x10*)Cq,, regresyon denklemi veya
kalibrasyon grafigi yardimiyla saptanabilmektedir. Geri kazanma deneyleri, saf OTC+SM karigimlarinda
bulunan ilaglarin 20 ppm diizeyine kadar % 90'm iizerinde bir dogrulukla tayin edilebilecegini gdstermigtir

(Gizelge 2).
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SALINAS ve ark. (1991) sulfatiazol ve oksitetraksiklin ile yaptiklar1 benzer ¢aliymada pH= 3,8
asetat tamponu ile hazirladiklar: ¢ozeltilerde 4° tiirev kullanarak 276 nm ve 293 nm de oksitetraksiklini ve
270,5 nm ile 288 nm de sillfatiazolil tayin etmiglerdir.
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Sekil 10. Degisik Konsantrasyonlarda SM igeren

Cdzeltilerin 2° Tirev Spektrumlan

Ayrica, oksitetraksiklin tayini igin 2° téirev 293
nm ve 360 nm'yi siilfatiazol igin ise 289 nm'yi
‘Oncrmiglerdir. Arastncilann  kullandiklart pH  ve
ilaglardan birisi farkh oldugundan, 2° tirev i¢in Onerilen
dalga boyunun bu cabismadan farkli olugu, ilaglarin
etkilesimine ve ¢ahgyma kogullarintm  faklibgina
baglanabilir.

Sonug olarak, OTC ve SM'in saf kanigimlarinda,
tirev spektroskopisi yontemiyle tayin edilebilecegi
gosterilmigtir. Yontem, herhangi bir 6n iglem va da
aywrma prosesine gerek duyulmadan uygulanabilmektedir.

Cizelge 2. OTC+SM lceren Cozeltilerde Geri Kazanma Deneyleri Bulgulan

Eklenen oTC SM
*Belirlenen Geri Kazamim *Belirlenen Geri Kazanim
{ppm) (%) (ppm) (%)

4 ppm OTC+2 ppm SM 3,60 90 2,04 102
8 ppm OTC+4 ppm SM 747 93 3,86 97
12 ppm OTC+6 ppm SM 11,38 95 573 95
16 ppm OTC+8 ppm SM 14,74 92 7,85 98
20 ppm OTC +10 ppm SM 19,20 96 9,81 98

* (8 6rnek x 2 analiz ortalamasi)
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