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Oksitetrasiklin (OTC), siilfamazatin (SM} ve kansimilan tirey
spektroskopisi ydntemiyle analizlenmigtir. pH= 4.8 asetat tamponuyla
hazirlanan farkli konsantrasyon ve oranlarda OTC ve SMigeren sulu saf
¢Ozeltilerde, spektrumun 2° tirevi kullamididinda, absorbans hatalar ve
ilaglarin etkilegimi elimine edilerek, 2305 nmde OTC'nin 2395 nm
de SM'in tayini yaprimigtirKalibrasyon egrileri 4-16 ppm OTC ve 2-12 ppm
SM diizeylerine kadar lineerdir. Farkl konsantrasyonlardaki OTC ve SM ile

farkh OTC/SM karigimlart  90-96 dizeylerinde geri kazanilabilmektedir.



Balda OTC ve SM analizi igin alinacak optimurm bal drmegi miktam 0.5 q.
dir. Spektrum 2° tdrevi 370 nm de OTC'nin, 1° itdrev ve 252 nm'de SHM'in
tayini, n ayirma iglemlerine gerek kalmadan gapilabilmektedir. 5-20 ppm
diizeylerinde bala eklenen {laclarin geri kazamima aranlarn OTC igin &
91-93 ve SMicin & 94-98'dir. OTC + SMY birlikte igeren bal drmeklerinde
OTC/SH aram 1:1-3:1 aralhqinda, OTC geri kazanma oram 390-95, SH/0TC
arant 1:1-1.3 araliqinda ise £95-96 dir,

Hzgecmisi bilinmeyen bal drneklerinde standart skleme yontemiyle

Si1 tayin

Lo
Iy}

spekirum 2% tdrevi 2205 nm de OTC ve 1° tdrey 2546 nm d

=

edilebilmektedir
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acycline {OTC}, sulphamezathine and binary mixtures can be

rasolved by derjvative spectr metry. In aquous solutions (pH=4.8), OTC

determined at 2

the 2% derivat

30.5 nrm using the 2° derivative and SM at 2325 nm from

ive and thereby absorbance effects and the interaction

betwesen 2 compounds wers eliminated.

The aptimurm armount of sample to be used for the analysis of honey

;::x:m’r.aimng aTtc

and SM was 0.5 g.

? derivative and 370 nim owas used for OTC and 252 nm 1° derivative

was ysaed dets

rmining the recoveries of OTC and SM added to honey.
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In honey samples of which history is unknown,0TC was determined
by standart addition procedure at 230.5 nm using the 2° derivative while

SM was determined at 254.6 nm using 1° derivative.

The metod does not require any seperation procedure The recoveries

were over $90.

Key Words :Oxytetracycline, sulphamezathine, honey analysis, derivative

spectrophotometry,spectroscopy.
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1. GiRIg

Misir Piramitleri'nin yapimindan bu yana bal, 6nemli gidalar arasinda
yer almistir {Sevimli ve ark. 1992). Giniimizde balin dnemi, yalmzca
beslenme agisindan dedil ayni zamanda ¢evre kirlenmesi indikatori olmasi
nedeniyle artmistir (Sevimli ve ark. 1992, Miguel ve ark. 1991, Sancho ve
ark. 1992). Buna bagh olarak balin codrafi kaynadi, polen tipleri,
kompozisyonu, besleyici dederi ve kalitesi, yapilan tagsis ve hileler ile
kirlilik dizeyi konularina ilgi duyan arastincilarin ve uluslararasi
orgatlerin sayis1 gin gegtikce cogalmaktadir (Codex 1970, Sancho ve ark,
1992 b, Muino ve Lozano 1991, Hemmerling 1987, Seijo ve ark 1992,
Railonsala 1990, Campos, 1989, Salinas ve ark. 1991). Bu arada WHO, FAD ve
AOAC gibi uluslararasi kuruluglarca dnerilen standart analitik yontemlerin
givenilirligi yeniden degerlendirilmekte, yeni geligtirilen yontemlerin rutin
galismalarda kullamm yayginlagmaktadir {Miguel ve ark. 1991, Muino ve
Lozano 1991, Hemmerling 1987. Nevado ve ark. 1991, Molzahn ve
wWerthmiller, 1993).

Tetrasiklin ve tirevleri {oksitetrasiklin, klortetrasiklin, doksisiklin
vb} bakteriostatik ve antibiyotik ilaclar olarak yaygin sekilde
kullamlmaktadir.  Aym  sekilde  sulfanamidlerden  (siilfamezatin,
sulfametaksol vb.) cesitli hastaliklarin tedavisinde yararlamimaktadir. Bu
ilaglar ancilar tarafindan, balarilarindaki (Apis mellifera L.) Amerikan ve
Avrupa tipi yavru ¢irdgd hastah@imin kontrolunda kullamimaktadir. An
kolonilerinin tedavisinde ilaglar tek baglarina yada karigim olarak, anlarin

yiyeceklerine ilacin ilavesi geklinde kullaniimaktadir (DiF, 1995).
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Bu nedenle, gidalarda istenmeyen kalint1 riski yaratmalarnin yamsira
hassas kisilerde toksik ve allerjik reaksiyonlara sebep olduklarindan dolay,
ilaclarin analitik olarak kontrollari gerekmektedir. Ote yanda, saglik
otoriteleri gidalarla ilag kalintist bulunmamast hususunda 1srarh
olduklarindan bircok Ulkede ithal ballardan, ilag icermedigini gosteren

sertifika istenmektedir (Salinas ve ark. 1991, Nevado ve ark. 1991).

Son yillarda, gidalarda ilag kalintilanmin tayini ig¢in birgok metot
dnerilmig ve gelistirilmigtir {mikrobiyolejik, gaz kromatografik, HPLC vb.)
(Miguel ve ark. 1991, Muino ve Lozano 1991, Hemmerling, 1987, Nevado ve
ark. 1991, Salinas ve ark. 1991). Bu ydntemlerin, én iglem gerektirme,
hassashigimin sinirh olmasi, uzun zaman istemesi ve asin maliyet gibi

kisitlayici noktalan vardir.

Tirev spektrometrisi ydnteminin, spektrumlarm ustiste cakigan
karigimlart ayirmade buylk uygulama alam oldugu gibi, hassashik ve dn
islem gerektirmeme gibi avantajlar bulunmaktadir. incelenen ulusiararasi
literatirde baldaki ilag . miktarimin tayininde ydntemin kullamldig

goriaimastar (Salinas ve ark. 1991).

Ulkemizde, gidalardaki ilag miktarlarimin belirlenmesiyle ilgilenen
aragtirict ve yayin sayist yok denecek kadar azdir. Bu konuda caligan
arastincitarin da mikrobiyolojik yontemieri tercih ettikleri gordlmektedir.
Balla ilgili tum arastirma sayist ise birkag1 gegmemektedir. Oysa
"apimycin®, “tetramezatin®, “fumidil-A", “fumidil-B" gibi ticari adlarla

recetesiz olarak satilan ve etken madde olarak antibiyotik-stifonamid
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iceren ilaglarin Elazi ybéresinde bile ancilar tarafindan yaygin olarak

kullamldigr gozlenmektedir (Yapar, 1995).

Bu ¢caligmanmin amaci oksitetrasiklin ve sillfamezatinin ayr aym ve
kangimiarda birlikte tayini igin tirev spektrofotometrisi ydnteminin
denenmesi, Elaz1§ ydresinde satilan stizme ballarda bu ilaclarin tayininde

ydntemin kullanilabilirliginin saptanmasdir.



2. LITERATUR BILGI
2.1. Bal

Art {Apis mellifera) ve balin baglangi¢ tarihine ait tahminler,
Fransa'da 3. devir tabakalarinda bulunan bir art fosiline kadar uzanmaktadir.
ik tatminkar belgeler ise dért bin Y1l dncesine aittir. Asya'daki ancihk
hakkinda elde edilen ilk vesika Orta Anadolu'daki kazilarda ortaya gikarilan
Hitit Kanunu'dur ve bu kanunun son iki maddesi aricilikla ilgilidir (Tetik,
1968).

Arinin esas Urdni olan bal, besleyici ve saghk verici dzellikleriyle
biydk bir dneme sahiptir (Senocak, 1971, Tablo 2.1). Balin yamsira, yavru
larvalan beslemek lizere is¢i arlann salgiladiqy "an sGtd” nin tedavi edici
dzelliklerinden modern hekimlikte yararianimaktadir (Tetik, 1968; Senocak,
1971, TOBK, 1978). Balmumu, Gtedenberi endistride kullamlan dederli bir

ham maddedir.

Table 2.1. Balin Ortalama Kompozisyonu
{Senocak, 1971, Tetik, 1968).

Madde 4
Sy 17
Fruktoz 40
Dekstraz 35
Sukroz 2
Dekstrin 1
Kil 0.2
Serbest asit 0.1
Diger 47
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1991 yih istatistiklerine gére (DIE, 1991), Glkemizde mevcut toplam
3.418.000 kovamin 3.160.000 (% 92.4) adedi yeni tip, 258.000 adedi ise (%
7.6) eski tiptir. Bal Gretimi 1965 yilinda 9500 ton iken 1991 yilinda 54.581
tona yilkselmistir. 1965 yilinda kovan bagina 6 kg olan bal verimi (Tablo

2.2), son yillarda 16.0 kg'a ulagmsgtir.

Table 2.2. 1965 Yilinda Baz1 Ulkelerin Kovan Yarlifi ve Bal Uretimi (Senocak, 1971 ).

Ulke Kovan Yarlifi  Bal Uretimi Yerim
{Adet) {Ton) {kg/kovan)
ABD 5.611.000 129610 23
TURKWE 1.632.000 9.500 6
ISPANYA 604.000 9.580 16
JAPONYA 160.000 6.470 42
BELCIKA 50.000 1.000 20

2.1.1. Tanmim

Batin wulusal ve uluslararas1 standartlarda bahin resmi tamm
yaprimigtir, ancak tanim kimi Ulkelerde ¢ok kisa kimisinde ise uzundur.
Ornedin Belgika ve Hollanda'da "bal, arilar tarafindan yalmzca bitkilerden
toplanan odzsulardan meydana getirilen tath bir maddedir” geklinde
tammlanirken; Almanya'da "bal, bal 6ziinin veya bitkiler Gzerinde bulunan
dijer tathh sulamin arilar tarafindan alinmasi, vicutlarindan katkilar
ekliyerek zenginlestirilmesi, degisiklige ugratilmasi, peteklerde depolanip
olguniastiriimasiyla olusan tath bir madde” olarak tamimlanmaktadir {TOKB,
1978).



FAD standartiarinda bal igin "artlarin bitki ¢igek nektarlarnndan veya
salgitarindan toplayarak, donugtirerek ve peteklerde depolayarak meydana
getirdikleri tath bir maddedir® denilmekte, Latin Amerika Kodeksi'nde bal,
"bal ar1lan (Apis mellifica, Apis ligustica) tarafindan gigek nektan ve bitki
salgisiyla meydana getirilen ve peteklerde depo edilen dogal Griin” seklinde

tammlanmaktadir.

Tark bal standardina gdre ise "bal, bitkilerin giceklerinde bulunan
nektarlarin veya bitkilerin canh kisimlaryla bazt egkanath boceklerin
salgiladigr tath maddelerin bal anlan (Apis mellifera=Apis mellifica)
tarafindan toplanmasi, vicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek
gézlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlagmasi sohucunda meydana gelen
koyu kivamda tath bir Grandar (TSE, 1978).

Tammlardaki farkliliklara ragmen, vurgulanan ortak noktalar, bahn

bitkisel kaynakh olugu ve arilar tarafindan elde edilmesidir.

2.1.2.S1miflama ve Kalite Faktorieri

Bal, kaynagina (gigek bali, salgl bal1) elde ediligine (petek bal, sizme
bal) topografik durumuna {ova bali, yayla bali) gére simflara ve tiplere
ayriimaktadir (Tekik, 1968). Bu simflama, balin kalitesi hakkinda yeterii
bilgi vermemektedir.

lleri dlke standartlarinda, bu simflamamn yamsira bahin kalitesi

hakkinda da fikir vermek Gzere, egemen polen tipleri, igerdigi kat1 madde



miktar1, kusuriu maddeler igermemesi, rengi, kokusu ve berrakhigina
gbre yapilan puanlama ile kalite alt stmflarina (drnegin siizme ballar A, B,

C, D alt simflanna) aynimaktadir.

Balin yapisinda, her biri degigik oranlarda bulunabilen cok sayida
dgeden sadece bir kism bal standartlarinda kalite faktord olarak dikkate
alinmaktadir ve bunlarn balda bulunmasi gerekli gorulen miktariarn ulkeden
Ulkeye degismektedir. Tirkiye'de kalite faktor( sayilan maddeler ile

bunlarin balda bulunabilecedi sinirtar Tablo 2.3'de grilmektedir.

Tablo 2.3. Gida Tiizi§ii ve Bal Standardinda Bslin Yapisal Kriterleri (TOKB, 1987).

Gida Maddeleri  TSE Bal Standardi

Tiziigi (1972) (1978)
Sy >R 23 > ® 23
invert Seker Cicek < B 65 Cicek < B 65
Salqr < B 60 Salgi < % 60
Sakkaroz ; Qicek>® 5 Cicek>® S
Salqp > B 10 Salp > ® 10
Kiil Cicek > ® 0.6 Cicek > % 0.6
Salgi > % 1.0 Salqy petek > | 0.1
sizme » ® 0.1
pres >® 05
Suda Coziinmeyen kah Siizme > % 0.1 Qicek petek > & 0.1
Madde Miktan Pres >®%05 sizme > ¥ 0.1
Pres >® 05
Asidlik »4/100gr » 40 meq/kg
HMF > mg/kg > 40 mg/kg
Diastas sayisi <8 ¢« B
Albiiminli madde 0.6 cm3 -
<
Lund tiipiinde

» = gn fazla

<=enaz



2.2. Yavru Gariga Hastahgi (Foulbrood)

Yetigkin anlarda bakteriyal hastaliklar kigisel ksyiplara neden
olmaktadir. Oysa hastalik bir kovandaki yavrulara bulastiqi zaman tim an
ailesini 6lime gdtirmektedir. Yavru ¢Uriagi hastahigi, bulastign bdlgedeki
tim arihklarn tehlikeye soktugu igin “yavru vebas1” olarak da

adlandinimaktadir.

Yavru ¢iragi hastalhiqimin etkeni bakteri, yavrunun midesine girerek

orada gogalip yavruyu dldiirmekte, dlen yavru glrayip kokusmaktadir.

Hastaliqn hendz kesinlikle tedavi edici bir ilag bulunamamistir.
Hastaliga yakalanan ar1 ailesinin tamanum 6ldirtp kovan ve petekleri
yakmak, uygulanan genel yontemdir. Ancak, son yillarda koruyucu ve tedavi
edici olmak Gzere gegitli antibiyotikler ve silfonamidler denenmektedir
(Senocak 1971, TOBK 1987). Ulkemizde de bu amagla fumagillin igeren
fumagil-A, oksitetrasiklin+sulfamezatin igeren tetramerazin vb. ilaglar .
ancilar tarafindan kullamimaktadir (Yapar, 1995). ilaglar toz olarak pudra
sekerine karlstm]arak yada gekerli ¢ozeltileri hazirlanarak kovanlara
tatbik edilmektedir. Koruyucu olarak ilkbaharda, tedavi edici olarak ise

belirli araliklarla birkag defa uygulama yapiimaktadir (DIiF, 1995).



2.3. Oksitetrasiklin ve Sidlfamezatin
2.3.1. Oksitetraksiklin (O7C, C22H24N209)

Uygun ortamlarda ireyen streptomyces rimosus'tan eide edilmektedir.
Yapis1 Sekil 2.1'de giriimektedir (Budavari, 1989). Molekil agirhigi 460.44

olup, hidroklorid seklinin suda ¢dzinirlagd, yakiagik 1 g/ml dir.

UV-bdlgesinde maksimum pik verdidi dalga boylan {(pH=4,5 fosfat
tamponu 0.1 M) 249 nm, 276 nm ve 353 nm'dir.

Tip ve veteriner hekimlikte antibakterial antibiyotik olarak
kullamimaktadir. Sudaki ¢ozeltileri pH=3.0-9.0 arasinda antimikrobik

etkisini 5°C'de 30 gun siireyle korunmaktadir.

OH N(Ci,),
H,C OH | .

N
N | O
/|~ _J—CONII,

Il | oul
Oll0 OH O

gekil 2.1, Oksitetrasiklin (Budavari, 1989)

2.3.2 Sulfamezatin(SM,Sulfametazin,Sulfadimidin) (C{,H|4N405,5)

Sulfonamid grubu ilaglardan olup molekil aqirhgr 278.32, suda

¢Ozandrliga 37°C'de 1.5 mg/ml dir. Yapis1 Sekil 2.2'de verilmigtir.
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Uv-bdlgesinde maksimum pik verdigi dalga boylarm : Sudaki ¢ozeltisi
icin pH = 6.6 da 241 nm, 0.01 N NaOH daki ¢dzeltisi i¢cin 243 nm, 257 nm ve
0.01 N HC1 deki cozeltisi icin 241 nm, 297 nm'dir.

Tip ve veteriner hekimlikte antibakteriyal ila¢ olarak kullaniimaktadir

(Budavari, 1989).

cHy

N

7\
1N Osn.ﬁﬂ—(

N“

CH,

Sekil 2.2 Sulfamezatin (Budavari, 1989)

2.4. Spektroskopi

Elektromagnetik 1gimamn madde ile etkilegsmesini konu alan bilim
dalina " spektroskopi” denir. Isimanin madde tarafindan sogurulmasi
inceleniyorsa  "sofurma  (absorbsiyon)  spektroskopisi®, yayinmasi
inceleniyorsa "yayinma (emisyon) spektroskopisi” olarak adlandinhir (Erdik,
1993).

Yaygin olarak kullamlan 4 spektroskopik yontem vardir :
1- Mor dtesi-~gdrundr bdlge (UV-VIS) spektroskopisi : Molekillerin

elektronik kuantum (foton) dizeyleri arasindaki gegisleri inceler.



11

2- Kirmiz1 dtesi (IR) spektroskopisi : Molekiillerin titresme kuantum
diizeyleri arasindaki ge¢isleri inceler.

3- Nikleer magnetik rezonans (NMR} spektroskopisi : Molekiildeki baz1
gekirdeklerin spin kuantum dizeyleri arasindaki gegigleri inceler.

4- Kitle spektroskopisi : Madde, yiksek enerjili elektron demeti ile
bombardiman edilip, olugan pozitif iyonlar, kitle/yik oramna gbre
kaydedilir. Maddenin molekil kitiesi ve molekdl formili elde edilir (Erdik,
1993).

Bunlara ek olarak raman spektroskopisi, elektron spin rezonans
spektroskopisi ve mikrodalga spektroskopisi gibi kullamim alam giderek

artan yontemlier vardir.

2.4.1. UV (Ultraviyole, mor dtesi) Spektroskopisi (Erdik, 1993)

Mor otesi 1g1masi, elektromagnetik spektrumda X-1ginlan ile gorundr
bolge arasinda bulunur ve dalga boyu 10-400 nm arasinda olan igimadir.
10-200 nm aralidina "uzak mor Stesi”, 200-400 nm arasina da "yakin mor

gtesi” denir.

Uzak mor dtesi bblgede hava da sogurma yaptigi igin, bu bdlgenin
kullaml1did1 spektroskopik analizlerin vakumda yapiimasi gerekir. Ote yanda,
300 nm'nin altindaki dalga boylarinda cam da soqurucudur, bu nedenle

spektroskopik analizlerde kuvars hicreler kullantimasi dnerilir.
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2.42 uv-Bolgesinde Sodurma

Mor otesi igimamn sogurulmasi, elektronik uyarmaya yol acar ve
elektronlar disik enerjili bir elektronik dizeyden daha yiiksek enerjili bir
dizeye gecer. Ancak, herbir elektronik dizeye titregsme duzeyleri kargihk
geldiginden, elektronik uyarma titregme ve ddnme uyarmasina da yol acar.
Sonugta, ince bir mor dtesi sogurma piki yerine, genis bir mor 6tesi soqurma

bandi elde edilir.

Spektrofotometrelerde mor Gtesi spektrumu dalga boyu (A) na karsi

sofurma giddeti (A veya & T) olarak kaydedilmekte ve sogurma bantlarinin
en yiksek veya en digik ( A, ., Ay’ degerleri verilerek rapor

edilmektedir. Dogrusu, sogurma bandinin en yiksek sogurma degerinin

siddetinin degil, bandin altindaki alanin élgilerek verilmesidir.

2.4.3. Lambert-Beer Yasasi

Istmamn ortam tarafindan sogurulan miktarn, iki temel baginti ile

sogurucunun miktarina baghdir :

Beer Yasasi : Gelen 1g1mamn homojen sogurucu tarafindan sodurulan

miktar, sogurucunun miktar ile dogru orantilidir.

Lambert Yasasi : Gelen 1gimamin homojen sogurucu tarafindan

sogurulan miktari, 1s1imanin siddetinden bagimsizdir.
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Sogurucu ortam ¢dzelti ise, sojurmanin miktan, ¢ézeltinin derigimine

ve 151ma yolunda ¢dzeltinin kalinligina baghdir.

Iki yasa birlestirilip, sodurulan 1gima miktar ile g¢Gzeltinin derigimi

ve ¢hzeltideki 131ma yolunun uzunlugu arasinda

log /1 = A = ECI

bagintis kurulur.

dir.

Burada :

lg = Gelen 131mamn giddeti

| = Gozeltiden gikan 1gimanin giddeti
A = Sogurganhik {absorbans, optik yogunluk)
C = Gozeltinin molar derigimi (mol dm-3)

| = Gozeltinin kondugu hicrenin kalinligr {cm)

€ = Molar soguruculuk {molar absorbtivite, molar ekstinksiyon katsa-

yisi). Birim derigimdeki ¢ozeltinin (C=1 mol dnr3 ) birim uzunlukta

(1 =1 cm) hicrede oldugu zamanki sogurganligidir (10° cm? mol™)

Ote yanda "gecirgenlik” (transmittans = T) :

T = I/l olarak tammlamr. O halde,
A =-10g1/lg=10g 1/T = - log T yazilabilir.

A = @@ ———> ( arasinda degigirken T =0 —> 1ve 8T =0 --—> 100

arasinda degisir. Oyleyse :

A=2-10g% T ve
% Sogurma = 100 - & T = 100 (1-T) yazilabilir.
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Sodurganligin bir dzelligi de toplanabilir olmasidir. Bir c¢dzeltide
molar soguruculuklan 81 ve £2 olan iki madde A dalga boyunda sodurma
yapwyoriar ise, At toplam sogurganhik

Ar=(€ Cy + E,0) A formilayle verilir.

Pek cok madde igin, genig bir derigim araliinda Lambert-Beer yasasi
gergerlidir. A ---> C egrisinin lineerlikten sapmasinin ¢esitli nedenleri
vardir. Ancak pratikte, mor Gtesi spektroskopisi ile analiz yapilirken,
derisimi bilinen ¢6zeltiler hazirlayarak gizilen A ---» C eqdrisi (kalibrasyon

egrisi, caligma edrisi) genellikle dar bir derigim araliginda dogrudur.
2.4.4. Uv-Spektroskopisi Uyguluma Alaniari

Karigimlarin kantitatif analizi igin UY-Spektroskopisi dederli, basit
ve ucuz bir ydntemdir. Yapilacak ig, Lambert-Beer yasasina gore standart

maddenin A = €CI, C derigimine karg1 A sogurgsnigim grafige aktararak
kalibrasyon grafigini ¢izmek ve sonra bilinmeyen maddenin A sodurganligina

karg1 gelen C derigimini bulmaktir.

Bu yolla ilac ve gida endlstrisinde saflik kontrolu yapiimaktadir.
Saflik kontrolunun esasi, saf maddenin UY-bdlgesinde sofurma yapmamasi

fakat safsizliklarin sourma yapmasidir.

UV-bolgede sogurma yapmayan bir madde, sojurma yapan bir baska
bilesige donagtirialerek analiz edilmelidir.
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Proteinlerin, alkaloidlerin, steroidlerin vb. maddelerin analizinde
enzim aktifliginin ve reaksiyon hz sabitlerinin belirienmesinde UY-
spektroskopisi yaygin olarak kullaniimaktadir {(Mach ve ark; 1992, Nevedo ve
ark. 1991; Botsoglou, 1991, Yoo ve ark, 1990).

2.4.5. UV Bolge Tarey Spektroskopisi

Kangimlarin normal spektroskopik yontemle analizinin zorluklar
vardir. Karisimi olugturan maddelerin sogurmalan benzer (ancak aym degil)
olmsh, birbiriyle etkilegmemeli, dengeye girmemeli ve her biri
Beer-Lambert yasasina uymahdir. UY Spektrumunda keskin pikier yerine
genig spektrum bantlarimin gorUimesi, analizden yeterli bilginin elde

edilememesine neden olmaktadir.

Tirev spektroskopisi bu tir kolay degerlendirilmeyen ve az bilgi veren
spektrumiarn yararli gekle ddndstiren, normal spektrumda goérinmeyen
ozellikleri ortaya cikaran yeni bir tekniktir. Tirev spektrumu, bir maddenin
sogurganhidinin (A) dalga boyu (A) na kars: tireyi alinarak elde edilmektedir.

1°, 2°, 3°, 4° ve daha ylksek dereceden tirev spektrumilar alinabilir.

A=f(A) normal spektrum
da/dA=1({1) 1° tiirey
d2Aa/d A2 = () 2° tiirev

d3A/dAZ = (A ) vb 3¢ tirev
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Normal dagilim (Gaussian) gisteren bir spektrum absorbsiyon bandi ile
bimun 1°-4° tirevieri Sekil 2.3'de goriimektedir. Esas banttaki pik yayvan
oldugundan, maksimum absorbsiyon dalga boyunu kesin olarak belirlemek
mimki{n degildir. Halbuki 1° ve 3° tirev spektrumlarinda gérilen hantlar,
esas bantin ayristiriimis fonksiyonlandir ve maksimum dalga boyu (M

noktasi) kesin olarak belirienebilir.

2° ve 4° tirevlerde bir merkezi pik gériimektedir. Bu pikin simriar
esas banttan daha keskindir, fakat aym yoOksekliktedir ve igareti tlrev
derecesinin artma sirasina baghh olarak degismektedir. Ozellikle gift

dereceden tiirev spektrumlarinda ayrismamn daha iyi oldugu gézlenmektedir.

Tiurev spektrumlarimin bu dzelliginden, normal spektrumlar Ustiste
gelen iki maddenin absorbsiyon bantlarimin birbirinden ayrnimasinda
yarartanilabilir (Sekil 2.4). Normal spektrumlarinda absorbsiyon bantlar
belirli olmayan iki maddenin karigimimin normal spektrumdan turetilen 2°

tirev spektrumunda 280 nm ve 350 nm de iki pik verdigi gozlenmektedir.

Bir maddenin spektrumuna istenmeyen bir maddenin etkileri de tirey

spektrumu yardimiyla elimine edilebilir. Sekil 2.5. de {X) maddesinin, bunun

d4 9’4

an a\?
v) M
a M
(b} (e} A

P e ¢4

@ a’ a

N

M

>

A A

th

Sekil 2.3. Normal ve 1°-4° Tiirev Spektrumlar (Jeffryveark., 1989).

(e)
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A

(o))

{a1)

Sekil 2.4. iki Maddenin Karigitmimn Nor mal ve 2° Tiirev Spektrumlari (Jeffry ve ark.,
1989).

spektrumunu etkiledidi dugsinilen (¥) maddesinin ve (X+Y) nin normal
spektrumiart ile 1° ve 2° tirev spektrumlan gordimektedir. {X) ve (X+¥)'nin
2° torev spektrumlammin birbirinin aym olmasi1 ve (Y)Ynin 2° tirev
spektrumunda absorbans yapmamasi 2°turev spektrumunda (Y) nin (X) Gzerine

etkisinin yok edildigine isaret etmektedir.

A dA d’4

dar da?
A . A A

A d4 g4

dh dX:
| v \ - _N_. ________
by A A

4 a1 R

dr dx’?

x47 J\ ________

A A A

Sekil 2.5. (X), (Y) Maddeleri ve Bunlarin Karigimlarimn (X+Y) Hormal ve 1°-2°
Tiirevy Spektrumlary (Jeffry ve ark., 1989).
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Tiirev spektrumlarinda pik yiksekliklerinin kantitatif olgimid (mm
olarak) cesitli gekillerde yapilabilmektedir (Sekil 2.6). Uzun dalga pik
yiksekligi (D), kisa dalga pik yuksekligi (Dg) ya da pik ug noktasi-tanjant
hatt1 aras1 (D), pik uc noktasi-sifir ¢izgisi arasi (Dy) dlgimlerinden birisi

tercih edilmektedir.

Sekil 2.6. Kantitatif Pik Yiiksekligi Olgiimii (Jeffry ve ark., 1989).

2.5. Uluslararas: ve Ulusal Caligmalar

Toplumlar, tarih boyunca tim olanaklarim daha iyi, daha etkili, daha
verimli, daha ucuz olamn elde edilmesi igin harcamig, insanin sajhkh ve
mutlu yagamasim hedef almigtir. Bu gabalarin sektdr bazinda insam en

ilgilendireni hi¢ kugkusuz gida ve saglik konulardir.

Gida ve salik sektorlerindeki gelismeler ve yenilikler eskiden

kargilagilan baz1 soruniarn ortadan kaldirirken, beraberinde baz1 yeni
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éoruniar getirmigtir. Ormegdin qida sektdrinde verim artisi, kayiplarin
minimize edilmesi, OrUnlerin dayanma sdrelerinin uzatiimasi ve yeni
gidalarin dretimi konularinda kaydedilen dnemli agamalara kargihik cevre
kirlenmesi, katk1 maddeleri, tarnimsal muicadele ilaglarnn kahntilan,
radyosktif madde kalintilary gibi sorunlar toplum saghginmi tehdit
etmektedir (Saldamh, 1958).

Bu nedenle, Griin kompozisyonunun belirlenmesi, kalitenin tesbiti ve
standardizasyon konular WHO ve FAO gibi uluslararas: kuruluglarin gncelikli

gindemini olugturmakta ve yeni yasal diizenlemelere bagvurulmaktadir.

Ote yanda, kisa sirede dogru sonug veren, basit, ekonomik ve givenilir
analiz yontemierinin geligtirilerek rutin uygulamalarda kullaniimasi

ydnindeki caligmalar son yillarda bayuk bir ivme kazanmigtir.

Gevre kirliligi indikatdri olmasi sebebiyle, gliniimizde bala verilen
énem artmis, bahin cografi kaynafn (Seijo ve ark. 1992), polen tipleri
(Sorkun ve inceoglu 1984 (a), (b), Sorkun ve ark,1989, Cakir ve Tumen
1992), kompozisyonu [Campos 1989, Sevimli ve ark., 1992, Sancho ve ark.,
1992 (a)], besleyici dederi ve kalitesi (Senocak 1971, FAD/WHO 1969, CAC
1970) ile kirlilik dizeyi (Miguel ve ark 1991, Muino ve Lozano 1991,
Hemmerling 1987, Molzahn ve Wertmiller 1993) gok sayida arastino

tarafindan incelenmistir.

Tlurev spektrumlart optik, elektronik ve matematiksel yollaria elde
edilmektedir. En tatmin edici sonuglar matematiksel ydntemle

spektrofotometreye badlanmig bilgisayarla ahinmaktadir (Erdik, 1993).
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Turev spektroskopisi igin kullamlan ekipmanin maliyeti yuksek ise de,

arastiricilar bu yantemi kullanarak guvenilir sonuglar almaktadiriar.

Onur ve Acar {1992), ilag formillerindeki idrar yolu antiseptikleri
metilen mavisi, hekzametilen tetramin ve rezorsinolun ikili kanigimlarim
hazirlayarak, metilen mavisini 273 nm de, hekzametilen tetramini 221.3 nm
de ve rezorsinold 300 nm de tayin etmiglerdir. Aym aragtincilar (Acar ve
Dnur 1991), yiiksek tansiyon ve astim tedavisinde kullamlan efedrin HCI'yi
ve niketamidi iki ilac) birlikte igeren ¢bzeltilerin 1° tirev spektrumlarnndan

256.1 nm ve 261.1 nm'de belirlemiglerdir.

Agrt kesici ilaglardan parasetamol ve fenorobamatin miktarlarimn
klasik spektrometrik yéntemlerle belirlenmesi igin, bu ilaclar birbirlerini
etkilediklerinden, bir seri analiz oOncesi ayirma iglemi uygulanmas
gerekmekedir. Oysa, On ayirma iglemine tabi tutulmayan g¢dzeltilerin 1°
tirev spektrumlarindan 260 nm de parasetamol ve 2492 nm de de

fenaorcbomat miktarlan kolayca belirlenebilmektedir (Onur ve Acar, 1989).

Son yillarda birden fazla etken madde igeren ilaglarin Uretimi ve
kullamim artmmigtir. Bu tur ilaglarn klasik yontemlerle analizi, on ayirma
iglemlerini gerektirmekte veya ¢egitli renk reaksiyonlarindan yararlanmayi

zorunlu kilmaktadir.

iki antibiyotigi birlikte iceren gbzeltilerde antibiyotik miktarlarimin
belirienmesi igin tlrev spektroskopisi ydntemleri geligtirilmistir. Murillo
ve ark {1990), pensilin ve sefalosporin grubunun B-laktam antibiyotikleri

olan amoksilin ve sefaleksinin iki ilact birlikte iceren c¢dzeltilerdeki
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konsantrasyonlarini, sefaleksin igin 276 nm de 2° tlrevden, amoksilin igin

ise 267.5 nm de yine 2° turevden yararianarak saptamistir.

ikili karisimlardaki sulfametaksol ve (SMX) ve trimetoprim (TMP)
miktarlarimi belirlemek igin yeni bir yontem gelistirme calismasi yapan
Nevado ve ark., (1992), 1° tirev spektrumundan SMX; 287.5 nm de ve TMPyi

225.5 nm de saptamayi bagarmiglardir.

Genig spektrumlu antibiyotiklerden sikloserinin miktan
9-kloro-10-metil akridinum triflat ile reaksiyonu sonucu olugan akridinyum
bilesiginin 442 nm de 2° tirev spektrumundan yararlanarak saptanmigtir

{Yoo ve ark., 1990).

Tiurey spektroskopisinin gida analizleri ve kalite kontrolunda da

emniyetle kullanilabilecedine isaret eden aragtirmalar bulunmaktadir.

Fletouris ve ark., (1993) proteinlerde kalitenin tesbiti amaciyla, 285.5
nm de 4° tirey spektrumunu kullanarak amino asil triptofan miktanm
saptamiglardir. Normal spektrumda ve 2° tirev spektrumunda gordlen

etkilegimleri, safsizhklan ve bulamkhdi boylece elimine etmiglerdir.

Sanchez ve ark., (1990) alkolli ickilerden romda aroma ve tad
maddeleri olan vanilin ve siringaldehit konsantrasyonlarimin 1° tirevden
yararianarak 352 nm ve 368 nm’'lerde belirlenmesini saglayan tirev

spektroskopisi yontemi geligtirmiglerdir.

Pamuk ¢igiti ve kiispesinde bulunan ve beslenmeyi engelleyici toksik

nzelliklere sahip bir aldehit olan gosipolun miktarinin 300 nm de 2° tirev
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kullamlarak saptanabilecegi  Botsoglou (1991)nun c¢aligmasi ile

kamtlanmstir.

Salinas ve ark, (1991), sulfatiszol ve oksitetrasiklini cgesitli
oranlarda ve konsantrasyonlarda igeren cdzeltilerin davramsim tlrey
spektroskopisi yontemiyle incelemiglerdir. Spektrumun 4° tidrevi
kullamlididinda, oksitetrasiklinin 363 nm de silfatiazolun ise 285.5 nm de ,
on ayirma islemlerine gerek kalmadan tayin edilebilecegini kamtlamiglardir.
Yontemi, degisik CGreticilerden saglanan bal orneklerine uygulayan

aragtincilar, iyi sonucglar almiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bal

Elaz1g i1 merkezinde satiga sunulan farkh firmalara ait hazir sizme
ballardan 0.5 kg'lik cam ambalajda ve her markadan 1 er adet olmak Uzere 4
siizme, karakovan ballanndan da 2 adet olmak, (zere toplam 6 bal drnegi
tesadifi drnekleme ydntemiyle sadlandi.

Etiket bilgileri kaydedilip, drnek ve Uretici firma kodu verildikten

sonra analize kadar oda sicaklidinda saklandi.

3.1.2. ilaglar ve Kimyasal Maddeler
Oksitetrasiklin. HC! (OTC) ve silfamezatin {silfamethazin.

silfadimidin sodium SM) Dogu ilag Firmasi'ndan temin edildi.

ilaglarin minimum ve maksimum etken madde igerikleri firma
tarafindan OTC igin 834.0 pug/mg ve 889.4 pg/mg, SM icin ise 980 pug/ mg ve
1010 pg/mg olarak belirlenmigtir. Her iki ilacin gdzeltileri, ortalama etken

madde miktar: (OTC= 861.7 ug/mg, SM =995 p.g/mg) hesaplanarak haziriandi.

Tampon c¢b6zeltilerin hazirlanmasinda kullanilan analitik kalitede
asetik asit, sodyum asetat, sitrik asit, sodyum sitrat ile pHnin
ayarlanmasinda yararianiian hidroklorik asit ve sodyum hidroksit Merck

firmasindan temin edildi.
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3.1.3. Ekipman

Calismada, klavye ve mikroprosesorid bulunan Citizen D-120 yaziciya
baglanmig SECOMAM marka SF-0086 mOdel, sabit slit {(2mm) arahikh,

UV-goranir bolge spektrofotometresi ve 1 cm'hik kuvarz kuvetier kultamid.
3.2. Metod
3.2.1. itag Cozeltilerinin Hazirlanmas

OTC stok ¢dzeltisi {200 mg/1) : 11.6 mg OTC S0 ml. damtik suda
¢ozulda.
SM stok ¢ozeltisi (200 mg/1): 10.1 mg SM 50 ml damitik suda ¢dzildi.

Her iki maddenin ¢dzeltileri bekletildiginde, maksimum absorbsiyon
piki veren dalga boyunda sapma ve OTC ¢dzeltilerinde renk degisikligi

gozlendiginden, her galigma igin stok ¢dzeltiler taze olarak haziriandi.

Galisma ¢dzeltileri : Optimum analiz kogullarimn belirlenmesi ve
degisik parametrelerin etkilerinin ¢aligilmas) sirasinda, stok ¢dzeltilerden

yararianilarak 0-20 ppm etken madde igeren galigma ¢dzeltileri hazirland:.

3.2.2. Tampon Lozeltilerinin Hazirlanmasi
Asetat Tamponu :
Asetik asit (0.2 M) : 5.575 mi asetik asit (CH;COOH), 500 ml damitik su

ile karigtinld.
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Sodyum asetat (0.2 M) : 13.6 g sodyum asetat C,Hz0,Na.3H,0), 500 mi

dammtik suda ¢6zaldi.

Farklh pH'larda asetat tampon ¢dzeltisi hazirlamak igin, Tablo 3.1'de

verilen oranlarda CH; COOH ve C,Hz0,Na ¢ozeltileri alinarak su ile 100 ml'ye

tamamlanda.

Table 3.1. Farkh pH'larda Asetat Tamponu Hazirlanmasinda Kullamlan CH3COOH ve CoHz02Na
Cozeltisi Miktarlan (Werner, 1982 ).

pH CH;COOH (m1) C,H50,Na.3H,0(m1)
40 41.0 9.0
44 305 195
48 20.0 30.0
5.2 105 395
6.0 48 452

Sitrik asit (0.1 M) : 105 g sitrik asit (CgHg0,), 500 mi. damitik suda
¢cozalda.
Sodyum sitrat (0.1 M):14.705 g sodyum sitrat (6,H50;Naz 2H,0), 500 mi

damitik suda ¢dzilda.

Tablo 3.2'deki oranlarda sitrik asit ve sodyum sitrat gdzeltileri alimp,
100 ml'ye tamamilanarak farkli pH'larda sitrat tamponu g¢dzeltileri

hazirlandi.
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Table 3.2. Farkh pH'larda Sitrat Tamponu Hazirlanmasinda Kullamlan CgHgO ve
CHs07Naz. 2Ho0 Cozeltisi Miktarlari{Werner, 1982).

pH Sitrik Asit (ml) Sodyum Sitrat {ml)
40 33.0 17.0
44 : 28.0 220
48 230 27.0
5.2 18.0 320
5.6 13.7 36.3

3.2.3. Caligma Kogullarinin Optimizasyonu
3.2.3.1. Maksimum Absorbsiyon Dalga Boyunun Sec¢imi

Farkh konsantrasyonlarda OTC ve SM igeren ¢dzeltiler ile 200-400 nm
simrlan  arasinda normal spektrumlar elde edilerek, her iki ilacin
maksimum absorbsiyon yaptiklari dalga boylar ve bunlara karg: gelen pikler

beliriendi.
3.2.3.2. Uygun pH ve Tamponun Belirlenmesi

20 ppm ilag igeren OTC ve SM ¢ozeltilerinin pHlar 0.1 M HC1 veya 0.1M
NaOH ile pH=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 ve 12 ge ayarlandi. Her ¢6zeltinin kendi
pH'sina uygun kér cdzelti kullamlarak dalga boyu 200-400 nm arasinda

taranarak uygun pH araligi belirlendi.

Asetik asit ve sitrat tamponlarimin uygun pH araliinda olmak Uzere

degisik pH lardaki gozeltileri hazirlandi. Bunlaria hazirlanan OTC ve SM
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galisma gozeltilerinin maksimum absorbsiyon pikleri degerleri pH'ya karg:

grafige gegirildi, en uygun tampon ve pH belirlendi.
3.2.3.3. Konsantrasyonun Lineer Tayin Stmirlarinin Belirlenmesi

pH ve dalga boyu sabit tutularak, OTC ve SMin cgegithi
konsantrasyonlarinin absorbsiyon dederleri, konsantrasyona kargi grafige
aktarildi. OTC ve SM'in lineer olarak tayin edilebildigi konsantrasyon

simirlan hesaplandi.

3.2.3.4. Spektrofotometre Parametrelerinin Segimi

OTC ve SM g¢ozeltilerinin ve kangimlarimn maksimum dalga
boylarindaki normal spektrumlan ve bunlarn 1°,2°,3°,4° tirevleri : tarama
hz1 100,200,400,600 nm/dakika, resolusyon : 0.3,0.5,1.0,25,5.0, 10 ve 20
nm ve tirev almadaki agama sayis1 1-5 kogullarinda aym ayry denenip

bulgular kiyaslanarak en iyi sonug veren parametreler segildi.
3.2.4. Sulu Saf (ozeltilerde OTC vega SM Tayini

2-16 ppm saf OTC veya saf SM iceren asetat tamponu (pH=4.8) ile
hazirlanan ¢dzeltilerin, OTC ve SM'nin pik verdikleri dalga boylarindaki
(0TC:275 nm ve 355 nm, SM:240.4 nm ve 262 nm) absorbsiyon miktarian
olgildid. Regresyon denklemleri elde edilip, absorbsiyon degerieri
konsantrasyona kargy grafige gegirilerek, OTC ve SM'in kalibrasyon
grafikleri elde edildi.
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Bulgular, etkili faktdrler ve galigmanin amaglan dikkate ahnarak

kiyaslamp hangi egrilerin kullamlabilecedi saptandi.

Bilinmeyen miktarlarda OTC veya SM iceren ¢dzeltilerdeki OTC ve SM

miktar, absorbsiyon dederleri ve standart egriler yardimyla hesaplandi.

3.2.5. 0TC+SM igeren Sulu Saf Gdzeltilerde iki ilacin Birlikte
Normal Spektrum Yardimyla Tayini

12 ppm OTC, 6 ppm SM ve 12 ppm OTC+6 ppm SM iceren ¢dzeltiler
200-400 nm arasinda incelenerek, ikili karisimda OTC ve SM'nin tayininin

miimkiin olup olmadid arastinidi.

3.2.6. 0TC+SM igeren Gozeltilerde Spektrum Tirevi Yardimiyla iki

ilacin Birlikte Tayini

0TC ve SM'i birlikte igeren ¢dzeltilerde, 240.4 nm-273 nm arasinda
OTC ve SMin pikleri birbirlerini etkilediklerinden, bu bdligede normal
spektrum yardimiyla OTC ve SM'in miktar tayinini saglikli olarak yapabilmek
mimkin gordnmedigi icin OTC ve SM'in UV-spekirumlarimin 1°-4° tirevieri

incelendi.

Spektrum tdrevierinde maddelerden birinin absorbsiyion yaptigi diger
maddenin  absorbsiyion yapmadidi dalga boyu saptandi. {sifir kesigme

noktas: metodu)
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OTC ve SM'i tek bagina ve birlikte dedigik konsantrasyonlarda iceren
¢Ozeltilerin spektrum tirevlerinde dalga boyu, konsantrasyon ve absorbans
arasinda lineer bir iliskinin varliqr aragtinlidi. Regresyon denklemleri ve

kalibrasyon grafikleri elde edildi.

3.2.7. Balda OTC, SM ve OTC + SM Tayini

3.2.7.1. Analizde Kullamlacak Bal Miktarimn Belirlenmesi

0.1g,05g, 1 gve2qgsizme bal drnekleri 30 ml'lik beherlere tartildi.
2 ml. asetat tampon gozeltisi ile bir miktar damitik suda ¢ozilda. 25 mi‘lik

balon jojeye aktarilip damitik su ile hacme tamamlandi.

Gozeltilerin 200-400 nm arasinda normal spektrumlam ile 1°-4°
arasinda tdrev spektrumlam incelenerek analizde kullamlacak uygun bal

miktar saptandi.

3.2.7.2. Dalga Boyu Secimi

0.5 g bal+0TC, 0.5 g bal+SM ve 0.5 g bel+0TC+SM cdzeltileri farkh
oranlarda OTC, SM ve OTC+SM icerecek gekilde hazirland. Cdzeltilerin
normal spektrumlan, 200-270 nm, 270-340 nm ve 340-400 nm arasinda
1°-4° tirev spektrumlar incelenerek ilaglarin aym ayr ve birlikte tayini

icin elverigli dalga boylan aragtinid.
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3.2.7.3. OTC+SHM igeren Balda OTC ve SM Tayini

Standart ekleme ydntemi ile 0.5 g balda belirli konsantrasyonlarda ve
oranlarda OTC, SM ve OTC+SM bulunacak sekilde drnek ¢ozeltileri hazirlandi.
OTC igin 230.5 nm 2° tirev spektrumlarinda SM igin 254.6 nm 1° tirey
spektrumlarinda absorbans-konsantrasyon iligkileri degerlendirildi, OTC ve

SM regresyon denklemleri ve kalibrasyon grafikleri elde edildi.

3.2.8. OTC+SH igeren Balda OTC ve SM'in Geri Kazaniimasi
3.2.8.1. Dalga Boyu Segimi

0.5 g bal+0TC, 0.5 g bal+SM ve 0.5 g bal+OTC+SM cdzeltileri farkh
oranlarda OTC, SM ve OTC+SM igerecek gekilde hazirland). (dzeltilerin
normal spektrumian, 200-270 nm, 270-340 nm ve 340-400 nm arasinda
1°-4° tarey spektrumlan incelenerek ilaglarin ayr ayn ve birlikte tayini

igin elverigli dalga boylart aragtirildi.

3.2.8.2.0TC+SM igeren Balda OTC ve SM'in Geri Kazanilma

Miktarian

Dedisik oranlarda OTC ve SM igeren bal drneklerinden OTC ve SM'in geri

kazamima miktarlari ve oranlari belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. OTC ve SM'nin Normal Spektrumlan

OTC ve SMnin her ikisinin de 200-400 nm dalga boylar aralijinda
ultraviyole bolgesinde absorbsiyon yaptiklan gozlendi. 12 ppm OTC ve 6 ppm
SM iceren ¢gozeltilerin tipik spektrumian Sekil 4.1 de gorilmektedir. 275 nm
ve 355 nm dalga boylarinda OTC'nin, 240.4 nm ve 262 nm de ise SMnin
maksimum absorbsiyon piklerinin bulundugu saptandi. Calismamin ilgili

agamalarinda bu dalga boylary kullamidi.
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0.1 1 + 6 ppm SM
] ¢ 12 ppm OTC N\ !
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Dalga Boyu{nm)

vekil 4112 ppm OTC ve 6 ppm SM Cozeltilerinin 200-400 nm Arahdinda

Spektrumlan
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4.2. pH ve Tamponun Etkisi

20 ppm etken madde iceren OTC ve SM ¢bzeltilerininpH = 2,4,6,8,10,12
ve 200-400 nm araliindaki absorbans degerleri Sekil 4.2 ve 4.3 de
gorulmektedir. Farkhh konsantrasyonlar ve farkli pHlarda elde edilen
spektrumlar kiyaslandiginda, her iki ilacin absorbsiyon piklerinin gok digiik
ve yiksek pH'larda/ yeterince belirgin olmadiqi, piklerin keskinliklerini

yitirerek yayvanlagtigi gozlendi.

Deneysel galigmalar igin en uygun pH araliinin pH = 4-6 oldugu

belirlendi.
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@ 8 pH=2
,g 044 'Y pH=4
-«
» pH=6
23 pH=8
02 o pH=10
- pH=12
00 1 1 v y T Y Y {

200 250 200
Dalga Boyu{nm)

vyekil 4.2, 20 ppm OTC Cozeltisinin Farkh pH'larda Spektrumu
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Absorbans

| v
200 25

1] 200
Dalga Boyu{nm)

gekil 4.3. 20 ppm SM Cozeltisinin Farkly pHlarda Sepktrumu

En uygun pH'mn tesbiti igin, pH = 4-6 Yy saglayabilecek asetat ve
sitrat tamponlan ile maksimum dalga boylarinda yapilan ¢aligmalara ait

tipik bulgulara iki 6rnek Sekil 4.4 ve 4.5 de goridimektedir.

Bulgularin degerlendirilmesi sonucunda, asetat tamponu ve pH = 4.8'in
en uygun oldugu godrulerek, deneysel ¢alismanin sonraki asamalarimn
tamaminda OTC ve SM ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda pH = 4.8 olan asetat

tamponu kullamld.
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gekil 4.4. Cesitli pH'larda Asetat tamponu ile Hszirlanan 6 ppm OTC ve 6 ppm SMigeren
Cozeltilerin Maksimum Dalgs Boylarinda Absorbans Dederleri
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vekil 4.5 Cesitli pHards Sitrat Temponu Kullanilarak Hezirlanan 6 ppm OTC ve SM igeren
Cozeltilerin Maksimum Dalga Boylarinda Absorbans Dederleri
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4.3. Saf OTC ve SM igeren Cdzeltilerin Analiz Kosullan

pH, tampon, spektrofotometre tarama hiz1, rezalusyon, tarev, islem

say1s1 ve OTC ile SM'nin lineer olarak tayin edilebildigi konsantrasyon

simrianyla ilgili deneysel bulgular, Tablo 4.1°de verilen kogullarda, saf OTC
ve SM iceren gozeltilerin analizlerinde dogru ve tekrarlanabilir sonuglarn

ahindigim gosterdi.

Tablo 4.1. OTC ve SM Tayin Kogullan

Tampon Lineer Tayin Dalga Tarama
PH Arahdn Boyu Hizi
(ppm) {nm) {nm/dak)  Rezoliisyon  Tiirev
O0TC Asetst 4.8 4-45 275 200 0.3 20
SM  Asetst 48 2-24 262 200 0.3 20

4.4 0TC veya SM'i Tek Bagina igeren Gdzeltilerde Miktar Tayini

4-16 ppm OTC ve 4-10 ppm SM igeren ¢oOzeltilerin spektrumlam
Sekil 4.6 ve 4.7 de goriimektedir.

a 4 ppm OTC
06 - + 8 ppm oT1c
p A o 12ppmOTC
® 16 ppm DTC
g D4y
]
0
a
€ 024 &
M ‘B-!-..
0o v .
250 300 350 4013

Dalga Boyu{nm)
Sekil 4.6. 4- 16 ppm OTC iceren Cizeltilerin Spektrumlan
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Absorbans

.
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240
Sekil 4.7. 4-10 ppm SM iceren Cozeltilerin Spektrumlar

Sekil 48'de 275 nm de OTC'nin ve Sekil 4.9'da 262 nm'de SMnin
kalibrasyon grafikleri gbrilmektedir. OTC ve SM konsantrasyonu
bilinmeyen ornekler olarak hazirlanan gozeltilerin absorbsiyon degerleri
ve standard egriler yardimyla yapilan miktar tayinlerine iligkin

deneylerle, sistemin caligtiq1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.8. 275 nm de OTC Kalibrasyon Grafidi {8 Ornek x 2 analiz ortalamasi)
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Sekil 4.9. 262 nm de SM Kalibrasyon Grafidi {8 Ornek x 2 analiz ortalamasi)

45. OTC+SM iceren 0zeltilerde Normal Spektrum Yardimiyla iki

ilacin Birlikte Tayini

OTC,5M ve OTC+5M iceren ¢cdzeltilerin normal spektrumlarina
bir ornek Sekil 4.10 da verilmigtir. OTC'nin 273 nm deki absorbsiyon piki
SM'nin 2404 nm ve 262 nm deki piklerine oldukga yakindir. Bu nedenle,
ikili Tkarigimlarda her iki maddenin piklerinin birbirinden etkilendikleri
gdzlenmektedir. Onun icin, bu bélgede OTC ve SM'nin tayininin givenilir bir

sekilde yapiimasinin mimkin olmadidi sonucuna variimistir.

Ancak, givenilir oimasa da, 360 nm de SM absorbans yapmadi{indan
(SM=0) (Sekil 4.10), ikili kanisim c¢ozeltisinde OTC tayini mamkin
gorinmektedir. Bu nokta, calismamin amaci disinda bulundugundan,

incelenmemistir.
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Sekil 4.10.12 ppm OTC, 6 ppm SMve 12 ppm 0TC+6 ppm SM iceren Cozeltilerin
Spektrumu

4.6. Spektrum Tirevi Yardimiyla OTC+5HM iceren Gazeltilerde iki
ilacin Birlikte Tayini

Defisik oranlarda OTC ve SM igeren gdzeltilerin 1°-4° tirey
spektrumiarinin incelenmesi sonucu, 20 tirev spektrumunun amaca uygun

oldugu beliriendi.
OTC,5M ve OTC+SM iceren gozeltilerin spektrum 2° tlrevieri

(Sekil 4.11) incelendiginde, 230.5 nm'de SMin absorbsiyon yapmadigi
(SM=0), buna kargilik OTCnin bu dalga boyunda absorbsiyon yaptigi

goralmektedir.

Aym sekilde, OTC'nin 239.5 nm de absorbsiyon yapmadidi, fakat SM'in
yaptigi gériimektedir.
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Sekil 4.11_0TC, SM ve 0TC+SM igeren Cozeltilerin Spektrum 2° Tiirevieri

Ote yanda, 4-24 ppm OTC ve 2-12 ppm SM igeren cgozeltilerin 2°
tirev spektrumian (Sekil 4.12 ve 4.13) incelendiginde 2305 nm'de OTC
konsantrasyonu ile absorbsiyon arasinda ve 2395 nm'de ise SM
konsantrasyonu ile absorbsiyon arasinda lineer bir iliski oldugu
gozlenmektedir.
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Sekil 4.12. Dedisik Konsantrasyonlarda OTC igeren Cozeltilerin Spektrum 2° Tiirevieri
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gekil 4.13. Degigik Konsantrasyonlarda SM iceren Cazeltilerin 2° Tiirev Spektrumiar
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OTC+SMin birlikte tayininde yararlamimak uzere geligtirilen

spektrum 2°¢ tirev kalibrasyon grafikleri Sekil 4.14 ve Jekil 4.15'de

goriimektedir.
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Sekil 4.14. OTC+5M igeren Cozeltilerde OTC Tayini igin 230.5 nm'de Spektrum 2° Tiirev
Kalibrasyon Grafidi (8 ornek x 2 analiz ortalamasi)
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Sekil 4.15.0TC+SM lceren (ozeltilerde SM Tayini igin 239.5 nm de 2° Tiirev Spektrumu
Kalibrasyon Grafidi (8 drnekx2 analiz ortalamasi)
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Yontem, Tablo 4.2'de sonuglar verilen geri kazanma deneyleri
ile test edilerek % 901n lzerinde tekrarlanabilir dodru sonuglar

ahinmigtir.

Table 4.2.0TC+SM igeren Cozeltilerde Geri Kazanma Deneyleri Bulgular

g1c 5M
Eklenen *Belirlenen  Geri Kazamm *Belirlenen  Geri Kazanim

{ppm) (%) {ppm) (%)

4 ppm OTC + 2 ppm SM 3.60 S0 2.04 - 102
8 ppm OTC + 4 ppm SM 7.47 93 3.86 a7
12 ppm OTC + & ppm SM 11.38 95 5.75 95
16 ppm OTC + 8 ppm SM 1474 92 7.85 93
20 ppm OTC + 10 ppm SM 19.20 96 9.81 ag

# (8 ornek x 2 analiz ortalamasi)

4.7. 0TC + SM Igeren Balda Tdrev Spektrumu Yardimiyla iki ilacin
Birlikte Tayini

4.7.1. Bal Ornegi Miktar

Balda ila¢ tayini igin kullamlacaek bal drnedi miktarimin tesbiti
amaciyla 3.2.7.1'de agiklandifi sekilde hazirlanan bal drneklerinin elde
edilen spektrumlan incelendiginde (Sekil 4.16) : 1 g ve 2 g bal igeren
gozeltilerin, yiksek absorbsiyon yapmalari nedeniyle analiz simirlarnim
agtiklar gézlenmektedir. 0.1 g bal drnedinin normal spektrumu ve tirev
spektrumlarinda ¢ok belirgin pikler vermedidi saptanmigtir. Ayrica, drnek
miktarinin gok disik olmasinin yapilacak analizin dogrulujunu olumsuz

etkileyeceqi duginiimugtar.
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0.5 g bal drnedinin absorbsiyon piklerinin analiz icin uygun oldugu

belirlendi. Bu nedenle ¢aligmada 0.5 g bal drnekleri kullamlds.
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Sekil 4.16. Farkl Miktarlarda Bal iceren Cozeltilerin Spektrumiart

4.7.2. Dalga Boyu Secimi

Bal, OTC ve SM ile bal + OTC, bal + SM ve bal + OTC + SM drneklerinin
normal spektrumlarn ve 1°-4° tirey spektrumlar karsilastiriidi. OTC ve
SM'mn saf gdzeltilerde tayinine olanak saglayan 2° tirev spektrumunda
OTC'min tayin edildigi 230.5 nm'de, bal drnegi pik verdigi halde SM'in pik
vermedigi{ SM=0) , SM'in tayin edildigi 239.5 nm'de de SM ile balin pik
vermelerine karsilik karisimlarda bu piklerin birbirierini etkiledikleri

saptandi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Bal, OTC ve SM'in 220- 240 nm Aralidinda 2° Tiirev Spektrumlan

Bal,

OTC ve SM'in 245-265 nm araliqinda elde edilen 1° tiirev

spektrumlarinda 254.6 nm dalga boyunda SM ve balin pik verdikleri buna
kargilik OTC'in pik vermedigi (OTC = 0} belirlendi (Gekil 4.18).

Bu nedenler OTC + SM iceren ballarda OTC'nin tayin edilmesi igin 2°

tirev spektrumunda

2305 nm, SMin tayin edilmesi iginde 1° tdrey

spektrumunda 254.6 nm dalga boylan segildi.
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gekil 4.18. Bal, OTC ve SM'in 245- 265 nm Aralifinda 1° Tiirev Spektrumlar
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4.7.3. Bal Orneklerindeki OTC ve SM’in Miktarlarimin

Belirlenmesi

0.5 g bal drnedi ve 4-16 ppm OTC ve SM bulunduracak sekilde
3.2.7.1'de aciklandiqi sekilde hazirlanan bal gozeltilerinin, OTC'nin tayini
igin 2° tirev spektrumunda 2305 nm, SMin tayini igin 1° tirey
spektrumunun 2546 nm'de standart ekleme ybntemi ile OTC ve SM

miktarlari bitin bal drnekleri igin belirlendi.

Degisik konsantrasyonlarda OTC + SM iceren bal drneklerinde
220-250 nm arasinda 2° tirev spektrumu ve 240-270 nm arasinda 1°
turev spektrumunda, ilag konsantrasyonlariyla absorbans arasindaki
iligkiyi  gosteren tirev spektrumlan Sekil-4.19 ve Sekil-4.20'de
gorulmektedir.

0010

4 ppm OTC+4 ppm SM
8 ppm OTC+8 ppm SM
12 ppm OTC+12 ppm SM
16 ppm OTC+16 ppm SM
-0.010 I T 4 T v

220 230 240 250
a (nm)

vekil 4.19. 4-16 ppm OTC ve SM iceren Bal Orneklerinin 220-250 nm Arahdinda
2° Tiirevy Spektrumlan
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Sekil 4.20. 4-16 ppm OTC ve SM igeren Bal Grneklerinin 240-270 nm Arahdinda 1°
Tiirev Spektrumlan

Bal drneklerindeki OTC ve SM in miktartarimin belirlenmesi igin
standart ekleme ydntemiyle, OTC igin 2° turev spektrumunda 230.5 nm de,
SM igin 1° tirev spektrumunda 254.6 nm de, bala ilave edilen OTC + SM
konsantrasyonlarina kargilik elde edilen absorbans degerlerini gdsteren

standart egriler Sekil 4.21 ve Sekil 4.22'de gdrilmektedir.
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Sekil 4.21 ve Sekil 4.22'deki gibi her bir bal drnedinde tesbit edilen
O7TC ile SM miktariar ve regresyon denklemleri igin elde edilen sonuglar
Tablo 4.3 ve 44'de goriimektedir.

Tablo 4.3. Bal Orneklerinde Bulunan OTC Miktarlar ve Regrasyon Denklemleri

MarkaKedu  Denklem- R oTC* {ppm)
A 2Dyzgs = 1.691x 1073+ 2422x 1074C 0998 6.98
B 2Dygs =5948x 1074+ 2210x 1079 0.994 2.69
» 2Dpz05 =4505x 1073+ 2717 1079C  0.991 16.58
D 2Dyzgs =5.209x 1073+ 2901 x 107%C  0.993 17.95
E 2Dyzq5 =2618x 1073+ 2700 1074C  0.995 9.69
F 2Dyz0s5 =3.359x 1073+ 2.758x 10°9C  0.992 12.18

* (86rnek x 2 analizortalamas) 2Dozn 5 =20 tiirev, 230.5 nm

Table 4.4. Bal Orneklerinde Bulunan SM Miktarlar ve Regrasyon Denklemleri

Marka Kodu Denkiem R arc* (ppm)
A 1Dos4 6 =3774x 103 + 1.401 x 1073C 0.996 2.69
B Dysgg=7952x 1073 + 1.351x 1073C 0.997 5.88
C 1Dosg6=1416x 1073+ 1.260x 10°3C 0.998 112
D 1Dosqg=1.942x 1073 + 1.086x 1073C 0.994 1.78
E 1Dosq 6= 3.960x 1073 + 1.246 % 1073 0.994 317
F Doeg g =1.620x 102+ 1.202x 10°3C 0.991 13.48

¥ (86rnek x 2 analizortalamas1) 1Dosy ¢ = 19 tiirev, 254.6 nm



49

48. OTC ve SM'in Geri Kazaniimasi
4.8.1. Dalga Boyu Sec¢imi

Bal, OTC ve SM ile bal+OTC, bal+SM ve bal+DTC+SM odrneklerinin
normal spektrumlar ve 1°-4° spektrum turevleri karsilastirildi.

Bal, OTC, SMin 340-400 nm aralijinda elde edilen 2° tirev
spektrumlarinda OTC'nin 370 nm dalga boyunda pik vermesine karsilik bal
ve SM'in absorbsiyon yapmadiklan (bal=0, SM = 0) belirlendi (Sekil 4.23).
Bunun yaminda 245-265 nm araliginds elde edilen 1° tiirev spekirumlarinda
SM'in 252 nm dalga boyunda pik vermesine kargihk bal ve OTC'in
absorbsiyon yapmadiklar (bal = 0, OTC = 0) saptandi (Sekil 4.18). Bu
nedenle bala ilave edilen OTC ve SM'nin geri kazamlima dizeylerinin

belirtenmesinde OTC igin 2° tirev 370 nm ve SM igin 1° tirevy 252 nm

kullamidi.
0.002
0.001 '
MNH
N {
g 0.000 ~
- I
e
-0.001 - ¢ 12 ppm QTC
+ 6 ppm SM
s 05gBal
"0.002 Y T A T Y
Z40 360 380 400

A (om)

Sekil 4.23. Bal, OTC ve SM'in 340- 400 nm Araliinda 2° Tiirev Spektrumlan
(OTC'mn geri kazan1imas1 igin dalga boyu = 370 nm, Bal = 0,5M = 0).
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4.8.2. Konsantrasyon-Absorbans iligkisi

Degigik konsantrasyonlarda OTC, SM ve OTC + SM igeren bal
Orneklerinde ilac konsantrasyonlariyla absorbans arasindaki iliskiyi

gosteren tirev spektrumlari. Sekil 4.24-4.27'de gisriilmektedir.

0.001
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0.000 -
P
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o

-0.001 -

@ 8 ppm OTC \

00024 ¢ 12ppm0OTC
* {6ppmOTC
¢ 20 ppm OTC

-0.003 v T A V
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gekil 4.24. 8-20 ppm OTC iceren Bal {rneklerinin 370 nm'de 2° Tiirev Spektrumlar:
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gekil 4.25. 4-16 ppm SM iceren Bal Grneklerinin 252 nm'de 1° Tiirev Spektrurnlan
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220 ' 340 360 220
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gekil 4.26 Dedigik Oranlarda OTC ve SM igeren Bal Orneklerinin 370 nmde 2° Tiirev

Spektrumlan
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vekil 4.27. Defisik Oranlards OTC ve SM iceren Bal Grneklerinin 252 nm'de 1° Tiirey
Spektrumlan

Deqdisik oranlarda OTC, SM bulunduran bal+0TC, bal+SM, bal+0TC+SM

¢6zeltilerinde konsantrasyonla-absarbans arasinds lineer bir iligkinin
aldugu saptandi.

4.8.3. OTC ve SM'in Geri Kazamiima Miktarlan

Bal drneklerinde ilave edilen OTC'min geri kazamima oranim
belirlemek igin, 0-20 ppm arasinda saf OTC iceren gozeltilerin 370 nm'de
2° turev absorbans dederleri (bal=0, SM=0) kullantlarak elde edilen aTC
kalibrasyon grafigi Sekil 4.28'de gériaimektedir. Ayni sekilde saf SM igeren
gozeltilerin 252 nm 1° tiirev absorbans dederleri (bal=0, OTC=0)
kullantlarak elde edilen SM kalibrasyon grafigi Sekil 4.29'da verilmistir,
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Degigik oranlarda OTC ve SM igeren bal drneklerinin; OTC igin 370
nm'de 2° tarev, SMigin 252 nm'de 1° tarev absorbans degerleri ve kalib-

rasyon grafikleri yarmidiyla bulunan geri kazanma oranlar Tablo 4.5'de

gordimektedir.
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Sekil 4.28. 0TC+SM lgeren Bal Orneklerinde OTC'nin Geri Kazamimasi igin 20 Tiirev
370 nm de Saf OTC'in Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.29. 0TC+SM igeren Bal Orneklerinde SM'in Geri Kazamlmas igin 1° Tirev
252 nm de 3af SM'in Kalibrasyon Grafifi
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Tablo 4.5. Bala ilave Edilen OTC ve SM'm Geri Kazaniima Oranlan

i Tayin ilave edilen Geri Kazanilan Geri
Ornek Edilen Miktar 01C/SM Miktar Kazanma
Oram Oram
{ppm) (ppm) (%)
4.0 4.1% 102
80 73 . 91
Bal + OTC o1c 12.0 11.3 94
16.0 14.7 91
200 18.6 93
4.0 38 95
8.0 7.5 94
Bal + SM SM 12.0 118 a8
16.0 15.4 06
20.0 19.0 g5
5.0 1:1 45 g0
o1c 10.0 2:1 9.4 g4
15.0 3:1 14.3 95
Bal+0TC+5M
5.0 1:1 48 96
M 10.0 1:2 935 a5
150 1:3 145 96

*( 8 drnek x 2 analiz ortalamas)
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5. TARTISMA VE SONUC

Saf Oksitetrasiklin ve Sulfamezatinin her ikiside UV - bolgesinde
absorbsiyon yapmaktadiriar {Sekil 4.1). Normal spektrumlarinda OTC 275 ve
355 nm dalga boylarinda, SM ise 240.4 nm ve 262 nm de pik vermektedirier.
Her iki ilacin analizi igin uygun pH arahfi 4-6 dir. pH= 4.6 olan asetat
tamponu ile hazirlanan drneklerle alinan sonuglar kararlilik gdstermektedir
{ Sekil 4.2-4.7). Saf OTC ¢bzeltilerindeki OTC miktar1 275 nmds normal
spektrum absorbans dederlerinden, SM ise 262 nm de belirlenebilmektedir.
iki ilaci birlikte iceren gdzeltilerde spektrumlar (Sekil4.10) birbirlerini

etkiledigi i¢in glivenilir sonuglar alinamamaktadir.

Buna karsilik OTC+5M igeren saf ¢ozeltilerin 2° tlrevlerinde 230.5
nmde OTC konsantrasyonu ile absorbsiyon arasinda, lineer bir iligki
saptanmigtir. SMicin aym iliski 239.5 nm de gordimektedir (Gekil 4.12-
4.15). Bu iligkinin kullamldiqi geri kazanma deneyleri saf OTC + SM
karngimlarinda bulunan ilaglann 20 ppm diizeyine kadar & 90°'nin iizerinde bir

dogruluk ile tayin edilebilecegini gostermigtir (Tablo 4.2).

Salinas ve ark. (1991} Sulfatiazol ve Oksitetrasiklin ile yaptiklar
benzer caligmada pH= 3.6 asetat tamponu ile hazirladiklar cdzeltilerde 4°
tirev kullanarak OTC 276 nm ve 293 nm'lerde, Stlfatiazol ise 270.5 nm ve
288 nm’lerde tayin etmiglerdir. 2° tirev kullanarak OTC tayini igin 360 nm
ve 293 nm'leri ve Sulfatiazol igin 289 nm'yi dnermiglerdir. Arastincilann
kullandiklari ilaglardan birisi ve pH farkl oldugundan, 2° tdrev igin dnerilen |

dalga boyunun bu galigmadan farkli olugu ilaglarin etkilegimine baglanabilir.
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Balda OTC ve SM tayini igin alinacak uygun bal drnegi miktarimn 0.5 g
oldugu belirlenmigtir. Daha fazla miktarlarda alinan drnekler fazla absorb-
siyon yapmalan nedeniyle analiz simrim agmakta, daha digik miktariar bir
yandan analizin dogrulugunu olumsuz ydnde etkilemekte Gte yanda da

belirgin pik vermemektedir.

Balda, OTC'in 370 nm de 2° tirev (bal=0 , SM=0, absorbsiyon) (Sekil
4.18) SM'in 252 nm 1°tirevy ({bal = 0, OTC =0, absorbsiyon) - kullamlarak
yapilan ilaglari geri kazanma deneyleri (Tablo 4.3), bala farkli miktar ve
oranlarda eklenen ilaglarin geri kazanma oraninin & 90 ve {izerinde oldugunu
gbstermisgtir. Bulgular, diger ilaglar igin literatirde verilen oranlaria uyum
halindedir (Murillo ve ark.1990, Nevado ve ark. 1991-1992, Onur ve Acar,
1989).

Satin alinan ballarda OTC analizi igin 230.5 nm (SM=0) 2° tirey, SM
tayini icin de 254.6 nm {(0TC=0} 1° tirev (Sekil:4.17-4.18) secilerek,
ornekler standart ekleme yontemi kullanarak analiz edildi. Piyasada satilan
ballarin 2.69 ppm ;I?.QS ppm OTC ve 1.12 ppm-13.48 ppm SM icerdikleri
saptandi.  Arjantin ve Kanada'da en ¢ok 7 ppm, Japonya'da gidalarda 1ppm
oksitetrasikline (Saldamh, 1985) izin verildigi, Avrupa dlkelerinde
gidalarin ilag kahintis1  icermemesi ydnlinde yasal diizenlemelere gidildigi
dikkate alindiginda bulgular anicilanimzin bilingsizce ilag kullandiklanm
ortaya koymaktadir.

Sonug olarak: OTC ve SM'i saf kansimlarinda ve balda tirey
spektroskopisi ydntemiyle tayin edilebilecedi gosterilmistir. Yontem
herhangibir on iglem yada ayirma prosesine ihtiyag¢ duymadan uyguianabil-

mektedir.
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