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OZET

Tetrasiklinler veterinerlikte hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrol edilmesi amaciyla
rutin olarak kullanilmaktadirlar. Genis antibakteriyel spektrumlu olan ve
bakteriyostatik aktiviteye sahip bu antibiyotikler, Gram-positif and Gram-negatif
bakterilerin sebep oldugu hastaliklara karsi etkilidirler. Bununla birlikte, bu ilaclarin
kullanilmasi bulasici hastaliklar gibi ciddi problemlere yol agabilmektedir. Bu
maddelerin sitteki kalintilari toksik etki ya da baska alerjik reaksiyonlara sebep
olabilmektedir.

LC, sitte bulunan tetrasiklinlerin tayini icin oldukca yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu calismada, tetrasiklinlerin kromatografik ayirimi, Cgters-faz kolonda,
25mM fosforik asit iceren asetonitril-su mobil fazi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bu calismada, mobil faz pH’sinin kromatografik ayirmaya etkisi incelenmistir.

Bu galismanin amaci, TC, OTC, MC, DC ve CTC'nin ayirimi icin spesifik, hizli ve
basit bir yontem gelistirmektir. Calismada doksisiklinin kantitatif tayininde, dis
kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Lineer kalibrasyon egrisi, 0,999 korelasyon
katsayis ile elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Tetrasiklinler, LC, Iyonlasma Sabiti, Mobil Fazda pH

optimizasyonu



ABSTRACT

Tetracyclines are used routinely in veterinary medicine for prevention and control of
animal diseases. They are antibiotics with a broad antibacteria spectrum and
bacteriostatic activity and have a good activity against acute disease caused by
Gram-positive and Gram-negative bacteria. However, the use of these drugs has
become a serious problem as regards infectious diseases, as they are substances that

leave residues in milk, which can be directly toxic or else cause allergic reactions.

LC is the chromatographic approach most commonly used for the determination of
tetracyclines in milk. Chromatographic separation of the tetracyclines was achieved
on a G reversed-phase column, using a consisting of acetonitrile-water (25:75 v/v)
including 25mM phosphoric acid. In this study, the effect of mobile phase pH on the
chromatographic separation was investigated.

The am of this work to develop spesific, rapid and ssmple multiresidue method for
separation of TC, OTC, MC, DC and CTC. In the study quantitative determination of
DC was investigated with external calibration plot. Linear calibration plot was
obtained with correlation coefficient 0,999.

Key words: Tetracyclines, LC, dissociation constant, pH optimization in mobile

phase



TESEKKUR

Bu calisma Yiksek Lisans Tez Projesi olarak, SDU Bilimsal Arastirma Projeleri
Y 6netim Birimi tarafindan 720 numarali proje ile desteklemistir. Arastirma Projeleri
YoOnetim birimine ve deneysel calismalarimi yaptigim Deneysd ve Gozlemsel
Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi M tdurl igi’ ne tesekkiir ederim.

Bu calismamin hazirlanmasi sirasinda ilgi ve destegini esirgemeyen, danismanim
Sayin Prof. Dr. Gluleren ALSANCAK'a ve desteklerini her an hissettigim, daima

yanimda olan aileme tesekkirlerimi sunarim.



SIMGELER DIZINI

HPLC : YUksek performandli sivi kromatografis

k

R

Rs

DAD
TC
oTC
MC
DC
CTC
SPE

: Kapasite faktori

: Bilesige 6zgu alikonma zamani

. Kolonda tutulmayan tire ait alikonma zamani
: Secicilik faktori

: Ayirmaguct

: Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayis
: Spektral tarama alabilen dedektor

: Tetrasiklin

: Oksitetrasiklin

: Metasiklin

: Doksisiklin

: Klortetrasiklin

: Kati-faz ekstraksiyonu



vi

SEKILLER DIZINI

Sekil 1.1 Tetrasiklinlerin genel yapiSi........ccocooereiirieeieeee s 4
Sekil 1.2 Kromatografik ayirimlari gerceklestirilen tetrasiklinler..........ccccevveienene. 5
Sekil 4.1 2x10° M, 20 mL metasiklin ¢cozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
0] = o 1RSSR PP PPTPRURO 27
Sekil 4.2 2x10° M, 20 mL metasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
0] = 1T S 28
Sekil 4.3 2x10° M, 20 mL doksisiklinin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
0] =1 o [P US S SSTUTPTPTPRUR 28
Sekil 4.4 2x10° M, 20 mL doksisiklinin ¢dzeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
(0= 1 o | PR 29
Sekil 4.5 2x10°° M, 20 mL klortetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
0] =1 o 29
Sekil 4.6 2x10° M, 20 mL klortetrasiklin ¢ézeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
0] = o 1RSSO S TP PPTPRUR 30
Sekil 4.7 2x10° M, 20 mL tetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
0] = 1T S 30
Sekil 4.8 2x10° M, 20 mL tetrasiklin gozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
0] =1 o 1RO P PRTPRTR 31
Sekil 4.9 2x10°° M, 20 mL oksitetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
(0117 11 o PR 31
Sekil 4.10 2x10% M, 20 mL oksitetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
0] =1 o 32
Sekil 4.11 2x10° M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun 1iNEEr DOIGESI ........cceiiiiriieee e 33
Sekil 4.12 2x10° M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda Gran
fonksiyonunun [iN€er DOIGESI .......ccuvevieeeiececeseee e e 33
Sekil 4.13 2x10° M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun 1iNEEr DOIGES ........coveviiiireeeee e e 34
Sekil 4.14 2x10°M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ileikinci titrasyonunda Gran
fonksiyonunun [INEer DOIGESI .......c.eeviiiiiececeece e 34
Sekil 4.15 2x10° M 20 mL Klortetrasiklinin 0,025 M KOH ileilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun [iNEEr DOIGES .......ovvveveeiecice et 35
Sekil 4.16 2x10° M 20 mL Klortetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda
Gran fonksiyonunun 1iNeer DOIGES .........ccooveieiieriiereseree s 35
Sekil 4.17 2x10° M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun [iNEEr DOIGES .......ccuvevieeecicie et 36
Sekil 4.18 2x10°>M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda Gran
fonksiyonunun 1iNEEr DOIGES ........ccvviiirieeeeeee e 36
Sekil 4.19 2x10° M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer DOIGESI ........coeveeiiiiiiece e 37
Sekil 4.20 2x10° M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda
Gran fonksiyonunun [ineer BOIGESI ........cocveveieriee e 37

Sekil 4.21 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);



vii

Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm................ 38
Sekil 4.22 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
T T I 0O I o o S 39
Sekil 4.23 pH=2,500 + 0,005, akis hizi: 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bttt e et b e ens 39
Sekil 4.24 pH 2,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (V/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm................ 40
Sekil 4.25 pH 2,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
[Toi LT O N ¢ [ PR 40
Sekil 4.26 pH 2,750'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bbbt e et nbeneenns 41
Sekil 4.27 pH 3,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr icin =200 nm................ 41
Sekil 4.28 pH 3,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN 2=200 MMttt b e e e nenr b e ans 42
Sekil 4.29 pH 3,000'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
T I 0O I o o P 42
Sekil 4.30 pH 3,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 pu ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 uL; OTC icin ?=271 nm; KBr icin ?=200 nm................ 43
Sekil 431 pH 3,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon



viii

sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bttt e et b e ens 43
Sekil 4.32 pH 3,500'da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
T T I 0O I o o S 44
Sekil 4.33 pH 3,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 pu ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 uL; O Cicin ?=271 nm; KBr icin 7=200 nm................. 44
Sekil 4.34 pH 3,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bbbt e et nbeneenns 45
Sekil 4.35 pH 3,750'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin =271 nm; KBr
[Toi LT O N ¢ [ PR 45
Sekil 4.36 pH 4,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm................ 46
Sekil 4.37 pH 4,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
T I 0O I o o P 46
Sekil 4.38 pH 4,000'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN 2=200 MMttt b e e e nenr b e ans 47
Sekil 4.39 pH 4,250'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm................ 47
Sekil 4.40 pH 4,250'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 mm; KBr
[Toi LT O N ¢ [ PR 48
Sekil 4.41 pH 4,250'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon



sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bttt e et b e ens 48
Sekil 4.42 pH 4,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (V/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm................ 49
Sekil 4.43 pH 4,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin =271 nm; KBr
[Toi LT N o [ PR 49
Sekil 4.44 pH 4,500'da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%25 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 nm ID; 5 p ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr
TGIN P=200 MMttt bbbt e et nbeneenns 50
Sekil 4.45 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %23 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr icin 2=200 nm................ 51
Sekil 4.46 pH 2,750'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %23 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 pu ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 uL; OTC icin ?=271 nm; KBr icin ?=200 nm................ 51
Sekil 4.47 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami,
%23 (v/v); Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon
sicakligi: 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 puL; OTC i¢in ?=271 nm; KBr i¢in ?=200

Sekil 4.48 pH 2,750'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC icin ?7=271 nm; KBr icin =200 nm................ 52

Sekil 4.49 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 pu ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 puL; OTC icin =271 nm; KBr icin 2=200 nm................ 53

Sekil 4.50 pH 2,750’ da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin karissmina
ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna G (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBrigin ?=200 NM.........ccccvene 53

Sekil 4.51 pH 2,750'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda sit numunesine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %24 (v/v);
Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5  ); Kolon sicakligi: 25°C;

Enjeksiyon haCmi: 20 UL ....ooveeiiece e st 54
Sekil 5.1 pH 2,75 de polarite parametres ile log k degerleri arasindaki iliski.......... 64
Sekil 5.2 pH 2,50’ de polarite parametres ile log k degerleri arasindaki iliski.......... 65

Sekil 5.3 Doksisiklinicin dis kalibrasyon grafigi ........cccceeeeveeveiecce e, 67



CIZELGELER DIZINI

Cizelge 1.1 C7, C6, C6 ve C5 pozisyonlarindaki stibstitlientler...........ccceverveveernenne 4
Cizelge 5.1 Tetrasiklinlerin F-pH sigmoidallerinden belirlenen iyonlasma sabitleri 55
Cizelge 5.2 Tetrasiklinlerin Gran grafigi ile bulunan iyonlasma sabitleri................. 56
Cizelge 5.3 F-pH grafikleri ve Gran yontemi ile bulunan pK 4 degerleri................. 56
Cizelge 5.4 Tetrasiklinlerin pH 2,500 kosulunda, 25 mM fosforik asit iceren %25

(v/v) asetonitril- su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri......... 57

Cizelge 5.5 Tetrasklinler icin pH=2,750 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik
L= S0 1= PSP 58
Cizelge 5.6 Tetrasiklinler icin pH 3,000 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik
L= S0 1= TSP 58
Cizelge 5.7 Tetrasiklinler icin pH 3,500 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik
FAKEOTTEIT .. et 59
Cizelge 5.8 Tetrasiklinler icin pH 3,750 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik
L S0 L= o OSSP 59
Cizelge 5.9 Tetrasiklinler icin pH 4,000 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik
L2 S0 L= o ST 60
Cizelge 5.10 Tetrasiklinler icin pH 4,250 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik
L2 S0 L= o ST 60
Cizelge 5.11 Tetrasiklinler icin pH 4,500 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik
L2 S0 L= o USSP 61
Cizelge 5.12 Tetrasiklinler icin pH 2,500 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik
L2 S0 L 1= o 61
Cizelge 5.13 Tetrasiklinler icin pH 2,500 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik
L2 S0 L 1= o S 62
Cizelge 514 Tetrasiklinler icin pH 2,750 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik
L= S0 1= PSP 62
Cizelge 5.15 Tetrasiklinler icin pH 2,750 £ 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik

L= S0 1= PSP 63
Cizelge 5.16 pH 2,50’ de tetrasiklilerin k ve log k degerlefi........covveecniicicccnnenee 64
Cizelge 5.17 pH 2,75 de tetrasklilerin k ve log k degerleri........ccoovveevveivcceennnnee. 64

Cizelge 5.18 Dis kalibrasyon VeI Eri.........coueveiinieiinenee s 66



1 GIRIS

Antibiyotikler, mikroorganizmalardan  Uretilen, diger mikroorganizmalarin
gelismesinin engellenmes ya da bu mikroorganizmalarin 6ldirilmesi amaciyla
kullanilan kimyasal maddelerdir. Insan ve hayvan hastaliklarinin onlenmes ve
tedavisinde kullanilirlar. Bu ilaglar, UrUnleri gida maddesi olarak kullanilan
hayvanlarda da hastaliklarin 6nlenmesi, blyUmenin hizlandiriimas amaciyla
kullanilmaktadir. Veteriner ilaglari olarak antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmas,
hayvansal gidalarda ilagc kalintilarina sebep olabileceginden bunlari tiketenlerde
potansiyel tehlike olusturmaktadirlar.

Tetrasiklin grubu antibiyotikler klinik olarak 6nemli ilaglardandir. Bu yari sentetik
turevler, Grampozitif ve  Gramnegatif bakteriler iceren  patojenik
mikroorganizmalara karsi aktivitelerinin iyi olmasiyla taninirlar. Bu ilaglarin
kullanimi  sirasinda antibiyotikler, site kalinti olarak belirli  miktarlarda
gegcmektedirler. Hayvanin tedavisinin baslangicindan itibaren 7-21 gun siresinde
sagilan sitin insanlar tarafindan tuketilmes, insanlarda alerjik reaksiyonlara ve
antibiyotiklere karsi bagisiklik kazanilmasina sebep olabilmektedir. Ayrica,
isetmeler agisindan teknolojik problemlere neden olabilmektedir. Yogurt, kefir,
peynir gibi kdltdr kullanilarak dretilen fermente sit GrUnleri, sitte antibiyotik
bulunmass  halinde Uretilememektedir. CUnkdi  bu  kdltirlerde  bulunan
mikroorganizmalar antibiyotikler tarafindan inhibe edilmektedir. Bu durumda trtiniin
olusabilmes igin gerekli mikroorganizmalar calisamamakta ve pH’'da beklenen
dusme olmamakta, Uriin kalitesi disik olmakta veya hi¢ Urin elde edilememektedir.

Bu nedenle bu grup antibiyotiklerin tayinleri son derece 6nemlidir.

llag kalinti analizleri, 1980 lerin basindan itibaren 6nem kazanmaya baslamistir.
Gidalarda kimyasal kirleticilerin kontrolt icin istenilen dizenlemeler son on yilda
artis gostermistir. Bu da, gida maddelerinde kalintilarin tayin edilmes icin gerekli
anditik metotlara olan talebi arttirmistir. Kromatografik teknikler, ozellikle de
yiksek performandi sivi kromatografi yontemi, givenilir ve maksmum Kkalinti

l[imitinden daha distik konsantrasyonlari da tayin edebilir olmasindan dolayi kalinti



andizlerinde Oonem kazanmistir. Bu c¢ok yonla teknik, biyolojik numunelerde
antibiyotik kalintilarinin tayini amaciyla oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu

yontemle bozucu turleri azaltmak ve spesifikligi arttirmak mumkundr.

Bu calismada, sitte doksisiklinin sivi kromatografik tayini amaclanmistir. Sitte
mevcut olabilecek diger tetrasiklinlerin, doksisiklinin kantitatif tayininde bozucu etki
yapabilecekleri  dustincesiyle, metasiklin,  klortetrasiklin,  tetrasklin -~ ve
oksitetrasiklinin, doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize edilmeye
calisiimistir. Bilindigi gibi, ters faz sivi kromatografide ayirma icin uygun kosul pK,
+ 1,5 'tur. Bu nedenle oncelikle doksisiklin, metasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve
oksitetrasiklinin, mobil faz olarak uygun oldugu belirlenen %25 asetonitril-su
ortamindaki pK, degerleri potansiyometrik yontemle tayin edilmistir. Daha sonra ise
mobil fazin pH’'sinin ayirma Uzerine etkis incelenerek ayirma igin optimum pH

degeri belirlenmistir.






1.1 Tetrasklinler Hakkinda Genel Bilgi

Tetrasiklinler hem asit, hem de bazlarla tuz olusumu veren amfoterik bilesiklerdir
(Schenk vd., 1998). Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin ana yapisinda, dort halkali bir
hidronaftasen ¢ekirdegi bulunur. Tetrasiklin analoglari, bu ¢ekirdek yapinin besinci,
atinci ve yedinci pozisyonlarindaki farkliliklara gore birbirlerinden ayirdedilirler.
Sekil 1.1'de tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin, metasiklin ve doksisiklinin
gene vyapilari ve Sekil 1.2°de de kromatografik ayirimlari gerceklestirilen bu

tetrasiklinlerin tam formilleri verilmistir.

Sekil 1.1 Tetrasiklinlerin genel yapis

Cizelge 1.1 C7, C6, C6 ve C5 pozisyonlarindaki stbstitlentler

Bilesik Ry Ro Rs R4
Tetrasiklin H CHj3 OH H
Oksitetrasiklin H CHs OH OH
Klortetrasiklin Cl CHs OH OH
Metasiklin H CH, - OH
Doksisiklin H H CHs OH




Adi Y api Formult
Tetrasiklin H HO N(CH3),
HiC, OH= H =
NH,

Ho o HO O 0
Oksitetrasiklin H H N(CH5),
Klortetrasiklin cl H N(CH3)2
Metasiklin
Doksisiklin H HO N(CHgz),

Sekil 1.2 Kromatografik ayirimlari gerceklestirilen tetrasiklinler




Tetrasiklinler, veterinerlikte, hastaliklarin engellenmesi ve kontrolinde siklikla
kullanilan  bakteriyostatik  aktiviteli ve genel antibakteriyel  spektrumlu
antibiyotiklerdir. Bunlar, Spirochete, Actinomyces, Ricketsa ve Mycoplasma
turlerini iceren, Grampozitif ve Gramnegatif bakterilerin neden oldugu akut
hastaliklara karsi iyi aktiviteye sahiptirler (Hallworth, 1993; Blanchflower vd., 1997,
Cherlet, 2003; Cinquina vd.,2003).

Tetrasklin grubu antibiyotikler, bakterilerde protein olusumunu engelleyerek,
bakterilerin  ¢ogalmasini  onlerler. Insanlarda ve hayvanlarda bakteriyel
enfeksiyonlarin  kontrol edilmesinde ve gerektiginde koruyucu tedavide
kullanilmaktadir. Ayrica toplanmis meyve ve sebzelerin korunmasinda uygulamalari
bulunmaktadir. (Posyniak vd., 1998; Furusawa, 1999; Kihne vd., 2000; Cinquina
vd., 2003; Furusawa, 2003; Hernandez vd., 2003).

Mikroorganizmalarin tetrasiklinlere karsi direnclerinin artmasi uyarilarina ragmen,
Avrupa Birligi'nde, veterinerlikte tedavi amacli kullanilan antibiyotiklerin
%065'inden fazlas tetrasiklin grubu antibiyotiklerdir (Kihne vd., 2000). Bu ilaglarin
kullanimi sirasinda, ilag kullanimi uygunsuz bir sekilde devam eder ve tedavi
zamaninda birakilmazsa, gidada TC kalintilari olusmaya basar (Furusawa, 1999;
Furusawa, 2003). Insan patolojisi agisindan degerlendirecek olursak, bu bilesigin
gidadaki cok az bir miktari bile toksik etkilere ve alerjik reaksiyonlara sebep
olabilmektedir. Daha da ©Onemlis, gida maddelerindeki antibiyotigin, uzun
periyotlarda, disiik dozda tiketimi, ilag-direncli mikroorganizmalarin gelismesine
sebep olur (Boatto vd., 1999; Cinquina vd., 2003). Buna ek olarak, OTC kalintilari,
peynir, tereyagi, yogurt gibi badatici kdltUrlerin inhibisyonuna da neden
olabilmektedirler (Schenk vd., 1998).

Gida guvenliginin saglanmasi amaciyla, Avrupa Birligi, hayvansal Urtnlerde, birkag
ilag icin tolerans degerleri belirlemistir. Et, siit ve diger gidalarda maksimum kalinti
limitleri (Maximum residue limits, MRLSs) tespit edilmistir (Choma vd., 1999;
Cinquina vd., 2003). FAO/WHO (Diinya Saglik Orgiitii), FDA (ABD Gida ve llag
Kurulu), EU (Avrupa Birligi), Japan (Japonya Gida Kanunlari), sitteki maksimum



kainti limitini (MRL) 0,1 pg/mL olarak belirlemislerdir (Boatto vd., 1999;
Furusawa, 1999; Furusawa, 2003).



1.1.1 Tetrasklinlerin Tayini Hakkinda Genel Bilgi

Gidaarda antibiyotik kalintisinin varligi, genellikle immunolojik calisma ile tayin
edilir. Enzim inhibisyonunu temel alan mikrobiyolojik testler gibi biyotayin metotlari
kullanilir. Ancak bu metotlar spesifik degildirler ve farkli antibiyotiklere segici
davranis gostermezler. Fizikokimyasal metotlar, biyokimyasal metotlara gore daha
guvenilirdirler. Bu nedenle antibiyotik kalintilarinin tayini ve kantitasyonu igin
hassas ve spesifik analitik tekniklerin uygulanmasi gereklidir. Onceleri etrasiklin
kalintilarinin analizinde ince tabaka kromatografisi, elektroforez ve gazsivi
kromatografisi yontemleri kullanilirken ginimizde bu amagla tercih edilen teknik
HPLC' dir. Sivi kromatografi teknigi ile tetrasiklinlerin analizinde ayirma, ters faz
alkillenmis silika, Cig, Cg kolonlari veya kati destekli polimer kullanilarak yapilir
(Bjorklund, 1988; Posyniak vd., 1998; Schenck ve Callery, 1998; Bovanova, 2000;
Joshi, 2002). Silika esadli ters faz HPLC' de tetrasiklinleri tayin ederken karsilasilan
temel problem, tetrasiklinlerin sabit fazdaki artik silanol gruplarina tersinmez olarak
baglanma egiliminde olmalari ve bunun da pik kuyruklanmasina yol agmasidir. Bu
problemi engellemek icin tam kapali ters faz kolon onerilmektedir. Mobil faza
oksalik asit ekleyerek veya polistrendivinilbenzen sivi kromatografi kolonu
kullanilarak, bu problemin Ustesinden gelinebilir (Furusawa, 1999; Vinas vd., 2004).
Polimerik kolonlarin kullanilmasinda, iyon cifti olusturucu olarak tetrabutil
amonyum tuzu ya da EDTA igeren mobil faz kullanimi 6nerilmektedir (Kazemifard
ve Moore, 1997).

Tetrasiklinlerin ters  faz  gvi kromatografi  ile  ayirimlari, alikonma
mekanizmalarindaki  farkliliklardan dolayi komplikedir. Sadece hidrofobik
etkilesmleri degil, ayni zamanda kolon dolgu materyalindeki metal safsizliklarini da
selat olusumunu azaltmak icin cok disik dizeyde tutmak gerekir. Ayirmada
antibiyotigin iyonlasmasinin etkisi dolayisiyla mobil faz pH’ina dikkat etmek gerekir
(DiCorcia ve Nazzari, 2002; Pilorz ve Choma, 2004). Mobil faz pH’sini,
tetrasiklinlerin iyonlasmasini kontrol edecek sekilde degistirerek, kromatografik
ayirmayi etkilemek mumkindir (Skulason, 2003).



Doksisiklin amfoterik bir bilesiktir ve sivi kromatografik ayirma fizikokimyasal
Ozelliklerinden ¢ok etkilenir. Bu antibiyotik, diger tetrasiklinler gibi 2 ve 3 yukli
katyonlarla (Al ve Ca da dahil) selatlar olusturur. Bu selat komplekslerinin
olusmasini 6nlemek icin fosforik asit, tartarik asit, EDTA ve iyon cifti olusturucu
reaktifler mobil faza eklenerek olumsuz etkiler bertaraf edilmeye calislir (Ruz vd.,
2004).

Sitteki antibiyotiklerin kromatografik tayininden ©nce, ekstraksiyon esnasinda
antibiyotiklerle birlikte ekstrakte olan bilesikleri  uzaklastirmak icin numune
hazirlama isleminin uygulanmas gereklidir. Antibiyotikler, tipik polar bilesiklerdir.
Polar olmayan organik c¢ozuculer ile ekstraksiyonlari mimkiin olmayabilir. Sttteki
antibiyotiklerin tayini icin en 6nemli metotlar, sit proteinlerinin ¢cokmesini ve
takiben antibiyotiklerin polar organik c¢ozicller icerisine ekstraksiyonunu
gerektirmektedir. Dokudan ve sitten antibiyotiklerin ekstraksiyonu icin cesitli
ekstraksiyon/protein giderme metotlari kullanilmaktadir.
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1.2 Kromatografi Hakkinda Genel Bilgi

Kromatografi karismlardaki bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini icin yaygin
olarak kullanilan bir analitik metottur. Karisimdaki bilesenler, &is halinde gaz veya
sivi bir fazla birlikte durgun faz Gzerinden gecirilir; ayirma bilesenlerin go¢ hizlarina

bagli olarak gergeklesir.

Sivi kromatografik ayirmalar, ¢ozinenlerin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilma
katsayilarinin farkliligini temel alir. A ¢bztneni icin sbz konusu denge, asagidaki
esitlikte gosterilebilir.

A (Hareketli faz) —— A (Sabit faz)

Bu reaksiyonun denge sabiti k’ya dagilma katsayisi denir, ilgilenilen tirin sabit
fazdaki konsantrasyonu (cs) ve ilgilenilen tirin hareketli fazdaki konsantrasyonu

(ch)' na

bagintisiyla baglidir.

Bir tirin kolona enjekte edilmesinden, dedektordeki pik noktasina kadar gegen
zamana, O tUrin aikonma zamani denir ve tgr ile gosterilir. Kolonda hig
alikonulmayan turiin dedektore kadar ulasma siiresine, 6lU zaman denir ve p ile
gosterilir. Kapasite faktori (k), c¢Ozinen maddelerin kolonda go¢ hizlarini
tanimlamakta yaygin olarak kullanilan bir parametredir ve asagidaki esitlik ile ifade
edilir.

to -t
K= tr"to
ty
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lyi bir kromatografik ayirmada, tirler icin kapasite faktorlerinin 2-10 olmas iyi

sonug veir.

Bir kolonda A ve B gibi iki tir distinecek olursak, daha kuvvetli olarak tutunan veya
daha yavas olarak kolondan elue edilen B tir icin kapasite faktorl ks, daha az
tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue edilen A tlrd icin ise ayni sabit ky
oldugunda, A ve B tirleri icin secicilik faktord;

a:kB _re -~ trRo
ky trRA-TRO

seklinde ifade edilir. a daima 1'den buyUktir ve a degerinin 1,15 degerine esit
olmasi, ayirmanin %98 gerceklestigini gosterir.

Bir kolonun ayirma gict (Rg)’dir ve R, etkin tabaka sayisi, kapasite faktort ve
secicilik faktortine baglidir. Bunlar arasindaki baginti;

red Naa-loek o
4 & a @gdl+kg

seklindedir.

Sivi kromatografide, durgun fazin polar, hareketli fazin apolar oldugu durumda
norma faz sivi kromatografi, durgun fazin apolar hareketli fazin polar oldugu

durumda ise ters faz sivi kromatografi ifadeleri kullanilir.

lyi bir ayirma icin, sabit fazin polarliginin, analizi yapilanlarin polarligina yakin
olmas gerekir. Buna karsilik, hareketli fazin polarligi, andizi yapilanlarin
polarligindan ¢ok farkli olabilir. Sabit fazin polarliginin, bilesenlerin polarligindan
cok farkli olmasi halinde, sabit fazla bilesenler arasinda etkilesme olmaz veya ¢ok az
olur. Bunun sonucunda bilesenler kolonu kisa zamanda terkederler. Sabit fazin ve

bilesenlerin polarliklarinin birbirlerine ¢ok yakin olmas durumunda da eltsyon
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sureleri ¢cok uzar. Kromatografide bu da istenmez. lyi bir ayirma isteniyorsa; sabit
fazin, hareketli fazin ve analizi yapilan bilesenlerin polarliklarinin kromatografi igin

uyusum halinde olmasi gerekir.

Sivi kromatografide bir cok durumda su-organik ¢ozict ikili karisimlari hareketli faz
olarak kullanilir. Hareketli faz bilesimi, analizcinin sivi kromatografide ayirmayi
optimize etmek icin, kolaylikla degistirebilecegi bir parametredir. Bir sivi
kromatografik ayirmada bir tek hareketli faz ile yapilan ayirma izokratik ayirmadir.
Sivi kromatografi teorilerinin bilinmes ve kapasite faktorl ile hareketli fazin
polaritesi arasindaki lineer bagintilarin kullanilmasi  bir ¢ok kosulda ayrim igin
yeterlidir. Izokratik ayirmanin yeterli gelmedigi kosullarda gradient ayirma
kullanilir. Gradient ayirmada ¢ozict bilessminin profili zamana gore degistirilir.
Profil, konveks, konkav ya da lineer olabilir. Numune bilesenlerinin polaritelerinde
farkliligin artmasi, gradient elisyonun etkinligini arttirir. Bir gradient ayirmada
hareketli fazin baslangicta da bir miktar organik c¢ozlcti igermes kolon
dengelenmesini daha kisa stirede tamamlayabilir.

Sivi kromatografide kapasite faktori k, hareketli fazin polaritesine baglidir ve
siklikla ayirmanin optimizasyonunda log k ile ¢oziicii polarite parametresi, E"
arasindaki lineer iliskiden yararlanilir. Ancak suorganik ¢oziicu karisimlarinda,
suyun hakim oldugu, organik ¢bziicinin hakim oldugu veya suorganik ¢ozict

ikilisinin birlikte etkin oldugu bolgelerde farkli lineer iliskiler olacagi bilinmektedir.

Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum
dioksittir. Mikrondan daha kucik boyutlardaki silisyum dioksit parcaciklarinin
aglomerasyonuyla, daha blyUk ve yaklasik ayni boyutlarda parcaciklar elde edilir.
Hazirlanan parcaciklarin ylzeyi, genellikle bu ylzeye fiziksel veya kimyasal baglarla

baglanmis ince bir organik filmle kaplanir.

Bagli faz dolgu maddelerinin ¢ogu bir organoklorosilanin, sicak, seyreltik
hidroklorik asit c¢ozeltisinde hidrolizlenerek yizeyine  OH grubu baglanmis

silisyum dioksit ile eaksiyona sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda
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olusan Urln bir organosiloksandir. Kati parcacik ytzeyinde bulunan boyle bir SIOH

ile meydana gelen reaksiyon asagidaki gibi yazilabilir:

CHs CHs
| | |
(-Si-OH) + CI-Si-R — Si-O-Si-R + HCI
| | |
CHs CHs

Burada R, gendllikle diiz zincirli oktil- veya oktildesil- grubudur.

Silis ylizeylerine baglanan diger organik fonksiyonlu gruplar alifatik aminler, eterler,
nitriller ve aromatik hidrokarbonlardir. Boylelikle cok farkli polaritede durgun faz
elde etmek mimkindir. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak ylzeye
tutturulmus dolgulara gore daha kararli olma gibi bir Gstinlige sahiptir. Ylzeye
fiziksel olarak tutturulmus dolgular, zamanla hareketli fazda c¢ozinerek
surtklendikleri icin sik sik yeniden kaplanmalari gerekir. Ayrica bu dolgularda,
hareketli fazdaki ¢oziinme problemi nedeniyle, gradient ellisyon teknigini uygulamak
pratik degildir.

GUnimizde ters faz dvi kromatografide siklikla Cig ve Cg kolonlari
kullanilmaktadir. Kolonlarin uzunlugu 10-30 cm ve i¢ ¢api 410 mm civarindadir.
Kolon dolgu maddelerinin pargcacik boyutu 510 um kadardir. Bu tip kolonlarin 1
metresinde 40000-60000 kadar etkin tabaka bulunur. Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm
ve i¢c capi 14,6 mm olan yiksek performansli mikro kolonlar da imal edilmeye
baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerinin parcacik boyutlari 3-5 um ve tabaka
sayisi 100000 tabaka/m’ye kadar cikmaktadir. Bu mikro kolonlar kullanilarak ¢cok az
miktarda ¢ozucl ile yeterli ayirma kisa stirede yapilabilmektedir. 4 cm uzunlugunda,
4 um k¢ capinda ve 3 pum biyUkllginde dolgu maddesi ile doldurulmus bir kolonda,
15 saniye gibi ¢ok kisa bir zamanda sekiz farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir.
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Kilavuz kolonlar, analitik kolonun giris kismina takilarak ¢ozuculerden gelebilecek
toz ve kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun dmrini uzatirlar. Bunun yaninda kilavuz
kolonlar yardimiyla durgun faz, hareketli faz ile doyurularak sSivi-sivi
kromatografisinde durgun fazin sireklenme ile kaybi minimuma indirilir. Kilavuz
kolonun dolgusunun bilesimi ile, analitik kolonunki benzer olmalidir. Ancak basing
dusmelerini azaltmak igin, kilavuz kolonun dolgu maddesinin pargacik boyutu

analitik kolonunkinden genellikle daha biyuktor.

HPLC’ de genel ve 6zel amacli olmak Uzere iki tip dedektor kullanilir. Genel amagli
dedektorler, hareketli fazin kirma indisini, dielektrik sabitini, yogunlugunu o6lgen
dedektorlerdir. Bu Ozellikler ¢oziinenin konsantrasyonuna ve tirine bagli olarak
degisir. Buna karsilik 6zel amacli dedektorler, bir maddenin UV absorpsiyonunu,
floresansini olcer.

Sivi kromatografide en ¢ok kullanilan dedektorler, ultraviyole veya gorunir isigin
absorpsiyonuna dayanirlar. Bircok organik madde ultraviyole bolgesinde
absorpsiyon gosteren fonksiyonlu gruplar bulundurdugu igin, UV dedektorler siklikla
tercih edilirler. UV dedektorler yiksek hassasiyet (yuksek absorpsiyon yapan
bilesikler icin dedeksiyon limiti yaklasik 1x10° g/mL) ile karakterize edilirler. Akis
hizi ve sicaklik degismlerine hassas degildir. UV dedektor, genellikle gradient
elUsyon calismasi icin tercih edilen bir dedektordir.

GUnUumuUzde, cesitli dalga boylarinda dedeksiyon yapabilmek icin (210-800 nm)
dedektoOrler Uretilmektedir. Bdylece daha secici tayin mumkin olabilmektedir.
HPLC de tek secici dalga boylu UV dedektorler kullanildigi halde bunlar yerini hizla
cok dalga boyu taramasi yapabilen DAD dedektorlere birakmaktadir. Bu tip
dedektorlerle belli dalga boyu ardigina ait spektrumun tamamini elde etmek
mumkin olabilmektedir. Toplanan sinyallerden elde edilen spektrum, matriksde
yorum yapabilmek icin detayli spektral bilgi saglamaktadir.

HPLC de kullanilan floresans dedektorleri, florometre ve spektroflorometrelerde

kullanilan dedektérlerin aynidir. En basit floresans dedektorlerinde, uyarici kaynak
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olarak civa lambasi, isinlari slizmek icinde bir veya birkag filtre kullanilir. Floresans
metodunun baslica avantgji, herhangi bir absorbans metodundan en az 10 defa daha
hassas olmasdir. Bu metotda, analizi yapilacak maddelerin floresan 6zellikte
olmalari gerekir. Floresan olmayan maddelere de, turevliendirilerek floresan 6zellik
kazandirilir (Yildiz, 1993; Poole ve Poole, 1997; Skoog vd.,1999; Gundiiz, 2002).



16

1.3 Potansiyometrik Yontemle K, Tayini Hakkinda Bilgi

Potansiyometrik yontem, pH metre veya elektrot kalibrasyonu yapildigi durumlarda
iyonlasma sabitlerinin tayininde siklikla yararlanilan bir yontemdir. Bu amagla
kullanilacak uygun dizenek hazirlanir. Kuvvetli asit veya kuvvetli bazlarin
titrasyonlari bu cozeltilerin ayarlanmas icin gereklidir. Takiben zayif asit veya
bazlar kuvvetli karsit torleri ile titre edilirler. Titrasyonda ayarli kuvvetli asitler ve

bazlar kullanilir.

Titrasyon grafigi, X ekseninde V), ve y ekseninde pH veya mV olacak sekilde
hazirlanir. Grafikte sigrama araligi genellikle 1 degerini kapsamaz. Grafigi
esdegerlik icin oranin 1 oldugu degeri icine alacak sekilde dizeltmemiz gerekir.
Deneyseal veriler incelenerek pH nin bariz sekilde degistigi hacim, donim noktasi-
esdegerlik hacmi olarak belirlenir. Vb degerleri Ves degerine bolinerek (Vb/ Ves =
Vb/(CaVa/Cb) = CbVb/CaVa dizeltilmis degeri her bir hacim ilaves icin hesaplanir.
Bu degerler x ekseninde pH degerleri y ekseninde kullanilarak grafik hazirlandiginda
esdegerlik tam 1 e karsilik gelir. CbVb/CaVa oranin 0,5 oldugu nokta icin pH degeri
pKy dir.

Deneysel veriler bu sefer Gran fonksiyonunda esdegerlik 6ncesi bolge verileri
kullanilarak Vb[H+] - Vb olacak sekilde grafige dinir. Elde edilen grafik lineer
degildir, grafigin lineer bolges segilir ve buna 6zgu lineer kalibrasyon fonksiyonu
belirlenir. Egim, -Kjyi verecektir. Bazik bolgede veriler yine grafiksel olarak
degerlendirilir. Hem asidik bdlgenin hem de bazik bolgenin x eksenini kestigi nokta

esdegerlik hacmini verir.
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2 KAYNAK BILGISI

Bu calismada, metasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve oksitetrasiklinin,
doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize edilmeye calisiimis ve siit
numunesinde doksisiklinin kantitatif tayini amaglanmistir. Asagida bu konu ile ilgili
literatrler hakkinda bilgi verilmistir.

Vienneau ve Kindberg, HPLC ile, TC anaizi icin, metot gelistirme Uzerinde
calismidlardir. Kolon olarak Cig kolon (250mm x 4.6mm, 5 um ID, Alltech Altima),
Brownlee New  koruyucu kolon RP-18, (7 pum, 15 x 3,2mm) ile birlikte
kullanilmistir. Standart cozeltiler, HPLC saflikta metanol icinde hazirlanmistir.
Cdisma standart ¢cozeltileri, 50, 100, 200, 500, 2000, 10000 ve 20000 pg mL™,
derisiminde olup, metanoldeki TC stoktan hazirlanmistir. Bu calismada mobil faz,
metanol ve 25 mM EDTA ve 35 mM CaCl, dihidrat (tampon A, pH 6,5) (40:60, v/v)
iceren 0,1 M sodyum asetat tamponundan olusmaktadir. Akis hizi 1,0 mL/dakikadir.
Enjeksiyon hacmi ise 50 pL’dir. Floresans dedektorde uyarilma dalga boyu 375 mm
ve emisyon dalga boyu 512 nm'dir. TC ve 4-epi-tetrasiklinin 8 ¢ozeltisi, cesitli
miktarlarda CaCh ve EDTA iceren %40 metanol ve %60 tampon icinde 50 ng mL™
konsantrasyonunda hazirlanmistir. CaCh ve EDTA olmadan yalniz TCnin pik
emisyon spektrasi oldukca kigukttr. CaCh’'nin eklenmesi, TC pikinin siddetini 5
kez, CaCh ve EDTA’nin her ikisinin de eklenmesi TC pikinin siddetini yaklasik
olarak 24 kez arttirmistir. Floresans cevap icin EDTA’nin rolt ¢cok énemlidir. TC ile
EDTA ve Ca&" ‘un ucli kompleks olusturacak cevabi arttirmalari mumkindir
(Vienneau ve Kindberg, 1997).

Carson ve arkadadari, sitte TC, OTC ve CTC'nin tayini icin, LC-MS sistemini
kullanmidardir. Bu c¢aisma ig¢in, st numunes propilen santriflj tlptne
yerlestiriimis ve 10 °C’de santrifllj edilerek krem tabakas ayrilmistir. Supernatan
kismi, 2 mL asetik asit igeren tlpe konulmustur. Cokmenin tamamlanmasi igin sit
yeniden santrifllj edilmistir. SUt ekstraktinin bu stizinttisii metal-selat afinite kolona
uygulanmis ve tetrasiklinler kolondan Mcllvaine-EDTA-NaCl tamponu ile €elue

edilmiderdir. Bu calismada kolon olarak, (PLRP-S, 150 x 39 mm, 5 nmm) kolon
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kullanilmistir. Ayirmada, metanol-5 mM sulu oksalik asit (58:42, v/v) mobil fazi
tercih edilmistir. Enjeksiyon hacmi ise 100 niL’dir (Carson vd., 1998).

Posyniak ve arkadadari, hayvan dokularindaki TC kalintilarinin (oksitetrasiklin,
tetrasiklin ve klortetrasiklin) HPLC ile tayini tzerine calismidlardir. Bu calismanin
amaci, gida Uretiminde kullanilan hayvan dokularinda, TC kalintilarinin hizli
ekstraksiyonu ve kantitasyonu icin pratik olarak dogru ve kesin bir metot
gelistirmektir. Basitlestirilen numune ekstraksiyonu ve stiren divinilbenzen SPE
kartusu kullanilarak saflastirilan numunenin  ekstraktlari,  sivi  kromatografi
analizleri icin kullanilmistir. Biyolojik matrislerden tetrasiklinin izolasyonu, oksalik
agt-asetonitril ¢ozeltis ile idemin ardindan oksalik asit tamponu ile yapilmistir.
SDBI (stren-divinilbenzen) kartus ile kati faz ekstraksiyon kullanilmistir. Analiz,
polimerik analitik kolonda (PLRP-S 5 pum, 150x4,6 mm) gerceklestirilmistir. Mobil
faz olarak, 0,01 M oksalik asit-asetonitril, 75:25, (v/v) tercih edilmistir. Kolona 20
ML sulu cozelti enjekte edilmistir. Kalibrasyon grafigi, 20-1000 ng/g araliginda
lineerdir. TUm kalibrasyon egrileri icin korelasyon katsayilari, r = 0,9993 dir. Sigir
ve domuz kaslarinda dedeksiyon limitleri, OTC ve TC icin 10 ng/g, CTC igin 15
ng/g dir. Karaciger ve bobrekte dedeksiyon limitleri, OTC ve TC i¢in 20 ng/g, CTC
icin 25 ng/g'dir. 50, 100 ve 200 ng/g katki yapilmis domuz ve sigir kas, karaciger ve
bobrek numunelerinde TC geri kazanimlari calisilmistir. TC katkis yapilmis doku
numuneleri igin, OTC, TC ve CTC'in geri kazanma ortalamas %80 olarak
belirtilmistir (Posyniak vd., 1998).

Boatto ve arkadadlari ¢calismalarinda, Fletouris ve arkadaslari tarafindan tanimlanan
HPLC metodu ile White ve arkadadari tarafindan tanimlanan metottaki numune
hazirlama idemini bir arada kullanarak hazirladiklari metodu kullanmidlardir.
Kalibrasyon standart numuneleri, tanik sit numunelerinden elde edilen ekstraktlara,
primer stok standart ¢Ozeltilerin uygun hacimlerde eklenmes ile hazirlanmistir.
Calismada, 10 mL sit Uzerine 1 N HCI’den 2 mL ve 48 mL asetonitril eklenmistir.
Supernatan kismi, cam yUnu bulunduran huni ile ayirma hunisine alinmistir. 60 mL
metilen klordr ve 120 mL hekzan eklenmistir. Alttaki sulu faz, behere alinmis, kalan

organik faz 4 mL su ile yikanmistir. Sulu fazlar birlestirilmis, %5 lik NaHCOs ile
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notralize edilmis ve 50-60 °C‘lik su banyosunda, disik basing atinda evapore
edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edilmistir. UV dedektorle
yapilan calismada dalga boyu 335 nm'dir. Ters-faz (5 pm; 4,6 mm x 150 mm)
kolon kullanilmistir. Tim standartlarin ve sit ekstrakt nununelerinin enjeksiyon
hacmi 100 pL’dir. Andizler, izokratik sartlar atinda, oda sicakliginda, pH s 2,3
olan fosforik asit- asetonitril (76:24,v/v) mobil fazi kullanilarak yapilmistir. Bu
calismada, ekstraksiyon / deproteinizasyon basamagi basit, hizli ve geri kazanim
yuksektir. Uygulanan numune hazirlama idemi, sit numunelerinin izokratik sartlar
altinda kromatografik analizlerini mimkiin kilmistir. Kalibrasyon egrisi 1 mg mL™ —
10 mg mL? araligindaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Korelasyon katsayisi
0,996’ dan buyuktar. Geri kazanma % 85,8 ve 98,9 araligindadir. Dedeksiyon limiti
52 ng mLVdir. Kati-faz ekstraksiyonu, (SPE) ISOLUTE® Cg tam kapali kolon
kullanilarak gergeklestirilmistir (Boatto vd., 1999).

Furusawa nin cgalismasinda, sitte OTC kalintis tayini icin, sivi kromatografik
yontem kullanilmistir. Calisma HPLC-DAD sisteminde yapilmistir. Ayirma,
LiChrospher 100RP-8 (5um; 250x4mm 1.D; Merck) kolonda gergeklestirilmistir. 1
mL sit numunes Gzerine 1,5 mL, %20 (v/v) TCA cozeltis ilave edilmis ve karisim,
stzUlmuostir. 20 pL stizinti HPLC sistemine enjekte edilmistir. Mobil faza % 2-4
(v/v) asetik asit ilavesinin, pik kuyruklanmasinin onlenmesinde etkili oldugu
calismacilarca belirtilmektedir. En iyi pik sekli ve kantitatif sonug, asetonitril-asetik
adt-su (28:4:68, viv/v) mobil fazinin kullanilmasiyla saglanmistir. OTC, bazik
cozeltide (pH 7,0-8,5 bozundugundan numune hazirlamada TCA cozeltis
kullanilmistir. St numuness hacminin 1,5 kati kadar TCA c¢ozeltisinin
kullanilmasinin, ekstraksiyon / deproteinizasyon ve OTC'nin geri kazaniminin iyi
olmas icin uygun geldigi belirtiimektedir. Bir numunenin hazirlanmas icin 3
dakikadan az bir siire gereklidir. OTC tayininde lineer bolge 0,2-20 ng araligindadir.
Korelasyon katsayis yeterlidir (0,9997). Uc farkli katki diizeyinde (0,1-0,5-1,0
pg/mL) sutten OTC'in geri kazanimi hesaplanmistir, ortalama geri kazanmanin
%89,8 den yulksek oldugu aciklanmaktadir. OTC'in dedeksiyon limiti (LOD), 0,05
pg/mL’dir. Bu deger MRL (0,1 pg/mL) degerinden daha asagidadir (Furusawa,
1999).
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Axia ve arkadadari, insan kaninda ve biyolojik dokularda, doksisiklini tayin etmeye
calismidardir. Bu calismaarinda yuksek hassasiyeti, spesifikligi ve hizli olmas
nedeniyle HPLC metodunu tercih etmiderdir. %50 (v/v) ACN ve %0,15 trifloro
asetik asit igeren mobil fazi kullanmidlardir (Axia vd., 2000).

Kuhne ve arkadadari, hayvan kemiklerinde TC kalintilari Gzerinde ¢alismislardir. Bu
calismada, 250 mm x 4.6 mm kartus kolon LiChrospher RP 18 kullanilmistir. Mobil
faz olarak, %25 asetonitril ve %75 fosforik asit karismini tercih etmislerdir. Akis
hizi, 0.7 mL/dakika dir. Tayin UV dedekttr ile 360 nm’'de gerceklestirilmistir
(Kthne vd., 2000).

Cinquina ve arkadadari, yaptiklari calismada, st ve dokuda oksitetrasiklin,
tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklinin kantitatif tayini igin, sivi kromatografik
yontemi kullanmidlardir. 5 g st ve kas, homojenize edilmis ve %20 triklorasetik
asitden 2 mL eklenip calkalanmistir. Mcllvaine tamponundan (11,8 g sitrik asit
mononhidrat; 13,72 g disodyum hidrojenfosfat dihidrat; 33,62 g etilendiamin
tetraasetikasit disodyum tuzu 1 L su) 20 mL eklenmis ve karisim santrifdj edilmistir.
SUzuntd SPE kartusa uygulanmistir. Numune yiklendikten sonra kartus, 2 mL %5
metanol ile yikanmisve tetrasiklinler 3 mL metanol ile elue edilmistir. Cozlcl, azot
buhari atinda uzaklastirilmis ve kainti 1 mL metanolde ¢tzilmis ve 0,45-pum
PTFE filtreden filtre edilmistir. Analizler, HPLC-DAD sisteminde tamamlanmistir.
Ayirmalar, izokratik sartlar atinda, Hypersil G kolon (250 x 4,6 mm I.D.; 5 um)
(Thermo Quest) ve 0,01 M oksalik asit- metanol-asetonitril (60:25:15(v/v)) mobil fazi
kullanilarak yapilmistir. Kolon sicakligi 40°C'dir. Dedektor cevabi, 0,1-5,0 mg/L
araliginda lineerdir. Oksitetrasiklin, tetrasiklin, Kklortetrasiklin ve doksisiklin igin
alikonma zamanlari sirasiyla, 5,5-6,2-9,2-11,1 dakikadir. Ilgilenilen bélgede bozucu
pikler gbzlenmemistir.  Korelasyon katsayis tim standartlar icin, 0,998 den
yuksektir. Numunelere, farkli konsantrasyonlarda katki yapilmistir. Geri kazanma
ylzdelerinin %81 den biyik oldugu belirtilmektedir (Cinguina vd., 2003).

Furusawa' nin bir diger calismasinda, sitte bulunan, TC (OTC, TC, CTC ve
DC)’lerin rutin olarak tayini i¢cin LiChrospher®100 RP-8 (endcapped 250 x 4,6
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mn? i.d; 5 pm; Merck) kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak, asetonitril-%7 (v.v?')
asetik asit (35:65, v.v') tercih edilmistir. Enjeksiyon hacmi 100 plL’dir. Bir
numunenin analizi igin gereken toplam sire 40 dakikadan azdir. Inek siitti, hacimce
5 kat saf su ile seyretilmistir. Cozeltinin 1 mL’s, ISOLUTE-Cg (EC) SPE kartusa
uygulanmistir. TC'ler, 3 mL suile elue edilmistir. Eluat, buharlastirilmis ve kalinti 1
mL HPLC mobil fazinda ¢Ozulmustiur. Cozelti 0,5 um filtre Unitesinden filtre
edilmistir. 0,1-0,2-0,3-0,5 ve 10 pg mL™* katkili siit numuneleri kullanilarak, TC'in
geri kazanimi tayin edilmistir. Ortalama geri kazanma %80’ den blyUk ve standart
sapma %5’ ten kicuikttr. Bu ¢alismada, SPE eluentinde organik ¢dziicti olarak etanol
kullanilmistir. OTC, TC, CTC ve DC standart ¢ozeltilerinin absorpsiyon spektralari
(200-450 nm araiginda) DAD ile dlgllmustir. OTC ve TC ayrilabilmistir, fakat
CTC ve DC, mobil faz olarak etanol, asetik asit ve su kullanildiginda
ayrilmamidlardir. Pik kuyruklanmasi, mobil faza asetik asit eklemekle onlenmistir.
Katki yapilmis siit numunelerinden izole edilmis TC'lerin kalibrasyon egrisi tim
TC'ler (kordlasyon katsayis > 0,995, P < 0,01) icin, 0,1-1,0 ug.mL™* lineer
araligindadir (Furusawa, 2003).
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3 MATERYAL VE METOT

Bu bolimde, tetrasiklinlerin  kromatografik analizlerinde mobil faz pH
standardizasyonunda ve tetrasiklinlerin pK, degerlerinin potansiyometrik yontemle

tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

3.1 Kullanilan Cihazlar

3.1.1 Yuksek Performans Sivi Kromatografi Cihazi

Tetrasiklinlerin kromatografik ayirmalari ve tayinlerinde, Shimadzu HPLC cihazi
kullanilmistir. Sistemde, sistem kontrol Unitess (SCL 10 AVP), pompa (LC10
ADVP), dedektdr (SPDM 10A VP Foto Diyod Array), kolon firini (CTO 10 AVP) ve
gaz giderme birimi ( DGU 14 A) bulunmaktadir. Bu ¢calismada, Phenomenex Luna
Cs (250 x 4,60 mm ID; 5 u ) kolondan yararlanilmistir.

3.1.2 pH/lyon Metre

HPLC mobil fazinin pH o6lcimlerinde Mettler Toledo MA 235 pH/lyon analiz
cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo in Lab. 420 Ag/AgCl kombine cam elektrottan
yararlanilmistir. pH o6l¢timlerinde sabit sicaklik (25°C + 0,1°C ), su banyosu (Heto
HMT200 termostat ile birlikte Heto CBN 8-30) kullanilarak saglanmistir.
Potansiyometrik pK, tayinleri, azot atmosferinde, sabit sicaklikta, ¢ift cidarli hiicrede
gerceklestirilmistir. Bu calisma igin, Mettler Toledo MPC 227 pH/conductivity

cihazi kullanilmistir.

3.1.3 Santriftj Cihazi

St numunesinin hazirlanmas asamalarinda B.Braun International 3K30 modd

sogutmali santrifllj cihazi kullanilmistir.
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3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan bitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu
calismada kullanilan kimyasal maddeler ve bunlar ile ilgili bilgiler, cizelge 3.1'de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Kimyasal Aciklama
Oksitetrasiklin HidroklorUr ] .
(469,90 g/mol) Sigma (%95)

Klortetrasiklin Hidroklorur

(475,89 g/mol) Aldrich (%80)

Tetrasiklin Hidroklortr

(480,91 g/mol) Aldrich (%80)

Doksisiklin Hidroklorur
(480,90 g/mol) Fluka (%98)

Metasiklin HidroklorUr Riedel-de Haén (9699,4)

(478,88 g/mol)
Asetonitril Merck
Asetik asit Riedel-de Haén (%100)
Ortofosforik asit Merck
Potasyum asit fitalat Merck
KBr Merck
KCl Merck
HCI Merck, Titrisol
Merck, Titrisol

KOH
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3.3 Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Mobil faz

Calismada tetrasiklinlerin ayirimi icin, ortofosforik asit derisimi, 25 mM olan, %25
(v/v) ACN mobil fazi kullanilmistir. Ayirmada mobil faz pH’sinin, kapasite faktori
Uzerinde etkisini incelemek Uzere, mobil fazin pH'i, 2,50; 2,75; 3,00; 3,50; 3,75;
4,00; 4,25; 4,50 degerlerinde olacak sekilde, 0,5 M NaOH ilavesiyle ayarlanmistir.
Bu NaOH cozeltis %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmistir. Bu calismalarin
sonucunda optimum pH belirlendikten sonra, bu pH’larda hazirlanan %23 ve %24
derisimlerinde ACN mobil fazi kullanilarak, ayirma Uzerinde mobil faz derisiminin

etkis incelenmistir. Calismalarda gerekli ¢ozeltiler gunltik hazirlanmislardir.

3.3.2 Tetrasklin ¢ozeltileri

Stok antibiyotik ¢cozeltileri, 25 mg antibiyotik hidroklorirtin, 25 mL suda ¢ozilmesi
ile hazirlanmistir. Buna gore antibiyotiklerin stok derisimleri;

OTC=876 ppm

CTC=739 ppm

TC=739 ppm

DC=906 ppm

MC=918 ppm’dir.

Stok cozeltiler, gunlik olarak hazirlanmis ve  calisma cozeltileri bu stok

cozeltilerdenseyreltilerek kullanilmistir.

3.3.3 Primer Standard pH Referans Cozeltis

Potasyum hidrojen fitalat, GH4(COOK)(COOH), 120°C’da, 2 saat kurutulmustur.

pH metrenin ayarlanmasinda bu ¢ozeltinin 0,05 mol/kgderisimi kullanilmistir.
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34 Metot

Bu calismada sivi kromatografik ayirmakosullari, ilk olarak 25 mM ortofosforik asit
iceren, %25 (v/v) ACN mobil fazinda incelenmistir. Mobil faz pH’sinin ayirma
Uzerine etkisini gormek icin mobil faz, farkli pH degerlerinde ( 2,5; 2,75; 3,0; 3,50;
3,75; 4,00; 4,25 ve 4,50) hazirlanmis ve boylelikle ayirma icin optimum pH kosulu
saptanmistir (Barbosa ve Nebot, 1992; Barbosa vd., 1994). Mobil faz pH’s, istenen
degere, %25 asetonitrilde hazirlanmis, 0,5 M NaOH ilaves ile ayarlanmistir. Bu
yaklasimla pH 2,50 ve 2,75 in ayirma icin daha uygun olabilecegi dustintlerek, %23
ve %24 asetonitril iceren mobil fazlarin pH lari, sadece bu iki degere ayarlanmis ve

bu mobil fazlar kullanilarak ayirmada asetonitril derisiminin etkis incelenmistir.

pH metre kalibrasyonu 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltis kullanilarak
ve %25 (v/iv) ACN-su mobil fazi icin baslangic deger esas alinarak, kombine pH
elektrodu ile 298,15 K’de yapilmistir. pH standardizasyonunda su-asetonitril ikili

karisiminda IUPAC kurallarina uyulmustur.

HPLC calismasinda kapasite faktorleri, to dikkate ainarak hesaplanir. Iyonik
bilesiklerin kapasite faktorlerinin belirlenmesinde KBr ¢ozeltisi kullanilarak ty degeri
belirlenir. Bu calismada gerek KBr ve gerekse tetrasiklinlerin alikonma zamanlari
her bir kosul icin Ucer enjeksiyonla belirlenmistir. Bu ¢ 6l¢ciimiin ortalamasi alinarak
komsu pikler icin bulunan kapasite faktorleri, secicilik faktorlerinin hesabinda

kullanilmistir.

Bu tezde, ayirmada optimum pH araligini belirlemek tzere, dncelikle tetrasiklinlerin
pK a1 degerleri, potansiyometrik yontemle tayin edilmistir. Her bir titrasyondan énce
elektrot, 25 °C sabit sicaklikta, 0,1 M KCI bulunduran %25 (v/v) ACN ortamina,
yine %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmis 0,1 M HCl ilave edilerek, asidik bolgede
kalibre edilmistir. E° degeri bulunduktan sonra, 0,1 M KCI bulunduran %25 (v/v)
ACN ortaminda, 2 mM derisiminde hazirlanan tetrasiklin ¢ozeltilerinin 20 mL’d,
yine %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmis 0,025 M KOH ile titre edilmistir.
Titrasyondan 6nce 1M titrisolden seyreltilerek hazirlanan 0,025M KOH ¢ozeltisi,
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karbonat hatas giderilecek sekilde hazirlanmis ve takiben ayni derissimdeki HCI ile

ayarlanmistir.

Siitte doksisiklinin sivi kromatografik tayininde dis kalibrasyon grafigi kullanilmistir.

3.4.1 Sut Numunesinin Hazirlanmasi

Siitte doksisiklinin sivi kromatografik tayinini yapmak icin, 50 mL’lik polipropilen
santrifl)j tlplne, analizi yapilacak sit numunesinden40 mL alinarak 2000 g'de, 10
°C’de, 15 dakika santrifiij edilmistir. Uzerindeki krem tabaka alindiktan sonra 2 mL
asetik asit eklenmistir. Daha sonra yine ayni sartlarda 25 dakika santriflj yapilarak
numune hazirlama islemi tamamlanmistir. Her bir numuneden 20 pL dizinty Sivi
kromatografi cihazina enjekte edilmistir. Numuneye belirli derisimlerde doksisiklin

katkis yapilarak geri kazanma belirlenmistir.
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tetrasiklinlerin lyonlasma Sabitlerinin Bulunmasi:

Bu calismada doksisiklinin diger tetrasiklinlerden ayirimi icin %25 asetonitril-su
karisiminin uygun oldugu belirlenmis, bu ortama 6zgu 1. iyonlasma sabitine ihtiyag
duyulmustur. Tetrasiklinlerin %25 asetonitril-su ikili karisiminda, iyonlasma
sabitlerinin  bulunmasi icin potansiyometrik yontem kullanilmistir. Calismada
oncelikle hiicre kalibrasyonu yapilmistir ve her bir antibiyotigin 2x10° M, 20 mL
cozeltileri, 0,025 M KOH ile titre edilmistir. mL titrant-mV grafikleri hazirlanmistir.
Bu grafiklerden esdegerlik noktas belirlenmistir. Takiben F — pH grafikleri
hazirlanmis ve birinci iyonlasma sabiti Oncelikle F — pH grafiklerinden
yararlanilarak belirlenmistir. Her bir antibiyotik icin 2 titrasyon yapilmis ve ortalama

degerler hesaplanmistir.

Sekil 4.1 2x10° M, 20 mL metasiklin ¢ozltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
grafigi
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Sekil 4.2 2x10° M, 20 mL metasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
grafigi

Sekil 4.3 2x10°3 M, 20 mL doksisiklinin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
grafigi
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Sekil 4.4 2x10° M, 20 mL doksisiklinin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
grafigi

Sekil 4.52x10° M, 20 mL klortetrasiklin cézeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
grafigi
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Sekil 4.6 2x10°3 M, 20 mL Klortetrasiklin gozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon
grafigi

Sekil 4.7 2x10° M, 20 mL tetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
grafigi
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Sekil 4.8 2x10° M, 20 mL tetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ie 2. titrasyon
grafigi

Sekil 4.9 2x10° M, 20 mL oksitetrasiklin ¢ozeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon
grafigi
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Sekil 4.10 2x10° M, 20 mL oksitetrasiklin cozeltisinin, 0,025 M KOH ile 2.
titrasyon grafigi

lyonlasma sabitinin hesaplanmasinda 2. yontem olarak Gran yontemi kullanilmis ve
sonuclar yine birinci iyonlasma sabitlerini hesaplamak icin kullanilmistir. Bu
caismada Gran fonksiyonlari, esdegerlik ©Oncesi bolge verileri kullanilarak
bulunmustur. Bilindigi gibi bu grafiklerin esdegerlik dncesi bolgede c¢iziminde, x
ekseninde bazin hacmi (Vp) ve y ekseninde ise Vp . [H'] bulunmaktadir. Lineer
fonksiyonun egimi bize —Kj'yi vermektedir. X eksenini kesim noktasinda 4 igin
okunan deger, calismada esdegerlik hacmidir.
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Sekil 4.11 2x10° M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00018xV+0,00025 seklindedir.
=-0,99875' dir.

0000

Sekil 4.12 2x10° M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00016xV +0,00023 seklindedir.
R=-0,99743 dir.
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Sekil 4.13 2x10° M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun lineer bolges

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00020xV+0,00030 seklindedir.
R=-0,99859 dir.

000z S
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Sekil 4.14 2x10°3 M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ileikinci titrasyonunda Gran
fonksiyonunun lineer bolges

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00019xV +0,00028 seklindedir.
R=-0,99857 dir.
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Sekil 4.15 2x10° M 20 mL Klortetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00016xV;+0,00022 seklindedir.
=-0,99956' dir.

000010 -

Sekil 4.16 2x10°3 M 20 mL Klortetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00014xV +0,00019 seklindedir.
R=-0,99862 dir.



36

Sekil 4.17 2x10° M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran
fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00010xV+0,00014 seklindedir.
=-0,99654 dir.

VR O

T u T u T u T u T u T u 1
ar 0g oa 10 11 1.2 \\4,3

Sekil 4.18 2x10° M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda Gran
fonksiyonunun lineer bolges

Bu grafigin dogru denklemi Vpx10"=-0,00011xV+0,00014 seklindedir.
R=-0,99732 dir.
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Sekil 4.19 2x10° M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer bolges

Bu grafigin dogru denklemi V,x10P"=-0,00015xV +0,00018 seklindedir.
=-0,99585'dir.

Sekil 4.20 2x10° M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikingi titrasyonunda
Gran fonksiyonunun lineer bolgesi

Bu grafigin dogru denklemi Vpx10P"=-0,00015xV++0,00017 seklindedir.
R=-0,99631 dir.

Cdlisilan tum tetrasiklin bilesiklerinin, her iki yéntemle de bulunan pKa; degerleri

cizelge 5.3’ de verilmistir.
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4.1 Mobil Faz pH’s lle Kapasite Faktorleri Degisiminin Incelenmesi

Bu caismada ilk olarak tetrasiklinlerin (OTC, TC, CTC, MC, DC) aikonma
zamanlari Uzerinde pH etkis incelenmistir. Mobil faz olarak kullanilan %25 (v/v)
asetonitril-su karisimi 25 mM fosforik asit icerecek sekilde hazirlanmis ve bu mobil
fazin pH’si, 2,500; 2,750; 3,000; 3,500; 3,750; 4,000; 4,250; 4,500 degerlerine,
0,5M sodyum hidroksit ile ayarlanmistir. Her pH kosulunda, ayirimi yapilan tim
maddelerin  Ucer enjeksiyonu yapilmis ve tetrasiklinlerin her pH kosulundaki
kapasite faktorleri (k), secicilik faktorleri @) ile birlikte cizelgelerde (cizelge 5.4,
cizelge 5.5, cizelge 5.6, cizelge 5.7, cizelge 5.8, cizelge 5.9, cizelge 5.10, cizelge
5.11, cizelge 5.12, cizelge 5.13, cizelge 5.14 ve cizelge 5.15' de) verilmistir.

pH 2,500 + 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.21."de, akis
hizi 0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan ayirmalarda karisima ait kromatogramlar,
sekil 4.22 ve sekil 4.23'de verilmistir.
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Sekil 4.21 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasikline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC igcin =271 nm; KBr igin ?=200 nm
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Sekil 4.22 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 1 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler igin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm

Sekil 4.23 pH=2,500 + 0,005, akis hizi: 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm



pH 2,750 + 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.24'de
verilmistir. Sekil 4.25 ve sekil 4.26'daise, akis hizi 0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika

olan kosullarda, karisima ait kromatogramlar gortlmektedir.
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Sekil 4.24 pH 2,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda dksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC igin =271 nm; KBr i¢in ?=200 nm
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Sekil 4.25 pH 2,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 uL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm
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Sekil 4.26 pH 2,750'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr i¢cin ?=200 hm

pH 3,000 + 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.27' de, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan kosullarda karissima ait kromatogramlar, sekil
4.28 ve sekil 4.29’ da verilmistir
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Sekil 4.27 pH 3,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda dksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC igin =271 nm; KBr i¢in ?=200 nm
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Sekil 4.28 pH 3,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 i ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm
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Sekil 4.29 pH 3,000'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin =271 nm; KBr igin ?=200 nm



pH 3,500 £ 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.30"da, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika kosullarda karisima ait kromatogramlar, sekil 4.31
ve sekil 4.32'de verilmistir.
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Sekil 4.30 pH 3,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 W ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr i¢cin ?=200 nm
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Sekil 4.31 pH 3,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 1 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm
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Sekil 4.32 pH 3,500'da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 . ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler igcin ?=271 nm; KBr icin ?=200 nm

pH 3,750 * 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.33' de, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan kosullarda karisima ait kromatogramlar, sekil
4.34 ve sekil 4.35' de verilmistir.
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Sekil 4.33 pH 3,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 pu ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; O Cigin ?=271 nm; KBr i¢in ?=200 nm
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Sekil 4.34 pH 3,750'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 1 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin =271 nm; KBr igin ?=200 nm

} } } H }
— | | | ' |
' \ \ \ ' \
' | h h h ' h
Reterition Time ! ! ! ! ! !
1 i i i i 1 i
' \ - \ \ \ \ \ \ ' \ \
L e e B I s e e R e I e b
' h L h h h h h h ' h h
o
i i i 1 i
i i i i i
h h h ' h
h h h ' h
el i i 1 i
7T R Y SN | I | [P S A o N D o T R T S | 4an
o, i i i i
2 h h h ' h
E : : : : :
| | ' |
\ \ ' \
. . . .
| | | | | | | ' | |
e (atateis RECEEEE eooacs —c S R BEGGal EEEEEEE FEES e
\ \ ' \
. . . .
o ' ' oo ' —
5 B | & # 5
[ 0 o — =
B . - = IR
II| . L o
i i 1 i
\ \ ' \
h h h
h
i i
z 4 6 g 10 12 14 15 18 0 i3 4
hinut

Sekil 4.35 pH 3,750'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5  ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm

pH 4,000 * 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.36’ de, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan karisma ait kromatogramlar, sekil 4.37 ve
sekil 4.38’da verilmigtir.
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Sekil 4.36 pH 4,000'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasikline ait
kromatogram 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr i¢cin ?=200 nm

mAl

Sekil 4.37 pH 4,000de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm
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Sekil 4.38 pH 4,000'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr i¢cin ?=200 hm

pH 4,250 + 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.39'da, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan kosullarda karisima ait kromatogramlar, sekil
4.40 ve sekil 4.41° de verilmistir.
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Sekil 4.39 pH 4,250'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC igin =271 nm; KBr i¢in ?=200 nm
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Sekil 4.40 pH 4,250'de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler igcin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm
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Sekil 4.41 pH 4,250'de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr icin =200 nm
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pH 4,500 £ 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.42' de, akis hizi
0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika olan iki farkli hizda karisma ait kromatogramlar,
sekil 4.43 ve sekil 4.44' de verilmistir.
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Sekil 4.42 pH 4,500'da, &is hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait
kromatogram 25 mM fosforik asit igeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 W ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr icin ?=200 nm
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Sekil 4.43 pH 4,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 . ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler icin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm
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Sekil 4.44 pH 4,500'da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %25
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 1 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 pL; Tetrasiklinler igcin ?=271 nm; KBr igin ?=200 nm

Y apilan pH taramasi sonucunda, calisilan tetrasiklerin ayrimi icin pH 2,50 ve 2,75'in
daha uygun olacagi sonucuna varilmistir. Bu iki pH kosulunda, ayirmada temel sorun
ilk iki piktedir ve oksitetrasiklin ile tetrasiklin kritik pik cifti olarak davranmaktadir.
Bu iki pH'da asetonitrilin etkisini incelemek lzere %23 ve %24 asetonitril
derismlerinde, pH 2,5 ve 2,75 de mobil faz hazirlanmis ve her bir antibiyotik icin
Ucer kez enjeksiyon yapilmistir. Bu kosullara ait kromatogramlar sekil 4.45, 4.46,
4.47,4.48, 4.49 ve 4.50 de verilmistir.
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Sekil 4.45 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksiskline ait
kromatogram. 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %23 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC igcin =271 nm; KBr igin ?=200 nm

=

Detaclor 6271 nm |
artr ! I
oTc g

4 Eetention T]me

Area

mAL

Sekil 4.46 pH 2,750'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %23 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC icin ?=271 nm; KBr icin ?=200 nm
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Sekil 4.47 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %23
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 . ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 uL; OTC ic¢in ?=271 nm; KBr icin ?=200 nm

mAL

Sekil 4.48 pH 2,750'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL; OTC icin =271 nm; KBr icin ?=200 nm
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Sekil 4.49 pH 2,500'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait
kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 u ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 uL; OTC icin =271 nm; KBr i¢cin ?=200 nm
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Sekil 450 pH 2,750'da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin
karismina ait kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril-su ortami, %24
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 1 ); Kolon sicakligi: 25°C;
Enjeksiyon hacmi: 20 yL; OTC igin ?=271 nm; KBr i¢cin ?=200 nm



Calisilan siit numunesine ait kromatogram sekil 4.51’ de verilmistir. Sekilden de

anlasildigi gibi doksisiklin varligi saptanmamistir.

Sekil 4.51 pH 2,750’ de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda st numunesine ait
kromatogram 25 mM fosforik asit iceren asetonitril- su ortami, %24 (v/v); Kolon:
Phenomenex Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 p ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon
hacmi: 20 pL
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, sitte doksisiklinin sivi  kromatografik tayini amaglanmistir.
Tetrasiklinler, Ulkemizde oldukca yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdendir. Bu
nedenle, sitte mevcut olabilecek diger tetrasiklinlerin, doksisiklinin kantitatif
tayininde bozucu etkiler yapabilecekleri disiincesiyle, metasiklin, klortetrasiklin,
tetrasiklin ve oksitetrasiklinin, doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize
edilmeye calisiimistir. Bilindigi gibi, ters faz sivi kromatografide ayirma igin uygun
kosul pKa £ 1,5 "tur. Bu nedenle dncelikle doksisiklin, metasiklin, klortetrasiklin,
tetrasiklin ve oksitetrasiklinin, ayirma igin 6ndenemelerle uygun bulunan %25

asetonitril- su ortamindaki pK, degerleri potansiyometrik yontemle belirlenmistir.

Potansiyometrik yontemle pKj tayininde F-pH sigmoidallerinden yararlanilmis ve
yari noétralizasyon degerlerinden birinci iyonlasma sabitleri belirlenmistir. TUm
maddeler icin iki titrasyon yapilmistir. Cizelge 5.1'de, bu yontemle bulunan pKa
degerleri gorulmektedir.

Cizelge 5.1 Tetrasiklinlerin F-pH sigmoidallerinden belirlenen iyonlasma sabitleri

Bilesk Ismi PK a1(1.titrasyon) PK a1(2.titrasyon)
Metasiklin 3,69 3,82
Doksisiklin 3,79 3,82
Klortetrasiklin 3,78 3,82
Tetrasiklin 3,97 3,94
Oksitetrasiklin 3,75 3,74

Calismada, tetrasiklinlerin iyonlasma sbitlerinin bulunmasi igin kullanilan diger
grafikler, Gran grafikleridir. Gran fonksiyonlari, esdegerlik oncesi bolge verileri
kullanilarak bulunmustur. Bilindigi gibi bu bdlgede lineer fonksiyonun egimi bize
—Ka'yi vermektedir. X eksenini kesim noktasinda M, icin okunan deger, calismada
esdegerlik hacmidir (Levie,1997). Cizelge 5.2'de de, bu yontemle bulunan ortalama
pK a1 degerleri gorilmektedir.
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Cizelge 5.2 Tetrasiklinlerin Gran grafigi ile bulunaniyonlasma sabitleri

Bilesk Ismi pK a1 (L.titrasyon) | pKai(2.titrasyon)
Metasiklin 3,74 3,80
Doksisiklin 3,70 3,72
Klortetrasiklin 3,80 3,85
Tetrasiklin 4,00 3,96
Oksitetrasiklin 3,82 3,82

Cizelge 5.3'de, her iki yontemle elde edilen ortalama pKa degerleri verilmistir.

Goruldugu gibi iki yontemle elde edilen sonuclar birbirleriyle uyum icindedirler.

Cizelge 5.3 F-pH grafikleri ve Gran yontemi ile bulunan pKa degerleri

Bilesk Ismi PK a1(Sigmoidal) PK a1(Gran)
Metasiklin 3,76 3,77
Doksisiklin 3,80 3,71
Klortetrasiklin 3,80 3,83
Tetrasiklin 3,96 3,98
Oksitetrasiklin 3,75 3,82

Tetrasiklinlerin pK s1 degerleri suda 3,36 olarak verilmektedir (Hosny vd.,1999). %25
asetonitril-su ortaminda pKa degerlerinin blyUmesi, ortamin dielektrik sabitinin

azalmasi ile asitligin zayiflamasinin bir sonucudur.

Bu calismada, mobil faz Uzerinde pH etkisini incelemeden Once, 6n denemeler
yapilarak, Gg kolonun uygunluguna karar verilmistir. Cg kolon olarak, Phenomenex
Luna Cg (250 x 4,60 mm ID; 5 ) secilmistir. Bu tip kolonlar icinde C yiklemesi en
fazla olan yeni jenerasyon kolonlarindan bu kolon tercih edilmistir. Asetonitril
derisminin belirlenmes icin dndenemeler yapilmistir. %20 asetonitril derisiminde
tetrasiklinler kolondan yeterince ainamamistir. %30 asetonitril derisminde ise

tetrasiklinler birlikte elue olmudlardir. Bu nedenle %25 asetonitril derisimi segilmis
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ve OTC, TC, MC, DC ve CTC'in aikonma zamanlari Uzerinde pH etkisi, bu derism

icin incelenerek, ayirmaigin optimum kosul belirlenmeye calisilmistir.

Asagida, pH 2,500; 2,750; 3,000; 3,500; 3,750; 4,000; 4,250; 4,500 degerleri icin,
tetrasiklinlerin alikonma zamanlari, kapasite faktorleri ve a degerleri, cizelge 5.4,
cizelge 5.5, cizelge 5.6, cizelge 5.7, cizelge 5.8, cizelge 5.9, cizelge 5.10, cizelge
5.11'de gosterilmistir. Ayrica yine ayni degerler, pH 2,5 da, %23 asetonitril derisimi
icin cizelge 5.12'de, pH 2,5 da, %24 asetonitril derisimi igin gizelge 5.13'de, pH
2,75 de %23 asetonitril derisimi icin ¢izelge 5.14’ de ve pH 2,75 de %24 asetonitril
derisimi icin cizelge 5.15' de gosterilmistir.

Cizelge 5.4 Tetrasiklinlerin pH 2,500 kosulunda, 25 mM fosforik asit iceren %25
(v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

B| |eS| k |gn| tr]_ tr2 tr3 tI’,OI’t k a

K Br 6,537 6,563 6,691 6,597 - -

Oksitetrasiklin | 6,910 6,902 6,907 6,906 0,047 -

Tetrasiklin 6,944 6,930 6,926 6,933 0,051 1,087

Klortetrasklin | 10,471 |10,449 |10,404 |10,441 |0,583 11,430

Metasiklin 11,634 |11,604 |11,591 |11,610 |0,760 1,304

Doksisklin 12,773 12,773 |12,776 |12,774 |0,936 1,232

Cizelge 5.4'de, Uzerinde calislan bilesikler, elisyon sirasina gore verilmigtir.
TC/IOTC icin a secicilik faktorinin, 1,15 degerinden kiicik olmasi, bu kosulda OTC
ve TC ayiriminin yeterli olmadigini ifade etmektedir. Sekil 4.22 ve Sekil 4.23 de
goruldugu gibi pH 2,500'da OTC ve TC birlikte elue olmaktadir.
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Cizelge 5.5 Tetrasiklinler icin pH=2,750 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 tr ort k a

KBr 6268 (6278 |[6279 6275 |- -
Oksitetrasiklin | 6,952 6,942 6,965 6,953 0,108 -

Tetrasiklin 7,035 7,015 7,049 7,033 0,121 1,118
Klortetrasiklin | 11,573 | 11,57 11,65 11,598 |0,848 7,022
Metasiklin 12,943 [12,938 |12,995 |12,959 |1,065 1,256
Doksisiklin 14,336 | 14,31 14,342 14,329 |1,284 1,205

Cizelge 5.5de, uzerinde calisilan bilesikler, ellisyon srasina gore verilmistir.

ElUsyon siras bir 6nceki pH kosulu ile aynidir. TC/OTC icin a segicilik faktéranin,

1,15 degerinden kugiik olmasi, bu kosulda OTC ve TC ayiriminin yeterli olmadigini

ifade etmektedir.

Cizelge 5.6 Tetrasiklinler icin pH 3,000 £ Q005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik faktorleri

Bilesik ismi tr1 tro ti3 trort k a

KBr 5,572 5,566 5,567 5,568 - -
Oksitetrasiklin | 7,001 7,011 7,003 7,005 0,258 -

Tetrasiklin 8,014 7,981 7,990 7,995 0,436 1,690
Klortetrasiklin | 13,729 |13,733 |13,734 |13,732 |1,466 3,362
Metasiklin 14,716 | 14,722 |14,728 |14,722 |1,642 1,120
Doksisiklin 16,309 |16,316 |16,318 |16,314 |1,928 1,174

Cizelge 5.6'da, Uzerinde calisilan bilesikler, ellisyon sirasina gore verilmigtir.

Kromatogramdan ve verilerden, ayirmanin gerceklestigi anlasilmistir. Ancak, CTC,

MC ve DC’in bulundugu boélgede, temel cizgi yukari kaydigi icin bu pH kosulu

kantitatif calismaicin tercih edilmemistir.
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Cizelge 5.7de, Uzerinde cdlisilan bhilesikler, elisyon Sirasina goére verilmistir.
Ayirmanin saglandigi, kromatogramdan ve verilerden anlasilmaktadir. Ancak, CTC,
MC ve DC’in bulundugu bdlgede, temel cizgi yukari kaymistir. Bu nedenle kantitatif
calismaicin bu pH kosulu uygun bulunmamistir.

Cizelge 5.7 Tetrasiklinler icin pH 3,500 = 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik faktorleri

B||a k |ST|| tr]_ tr2 tr3 trort k a

KBr 5,375 5,369 5,456 5,400 - -

Oksitetrasiklin | 7,231 7,239 7,295 7,255 0,344 -

Tetrasiklin 8,292 8,315 8,872 8,493 0,573 1,666

Klortetrasiklin | 14,352 | 14,369 | 14,667 | 14,463 | 1,678 2,928

Metasiklin 14,761 | 14,751 | 15,065 | 14,859 | 1,752 1,044

Doksisiklin 16,294 | 16,329 | 16,368 | 16,330 | 2,024 1,156

Cizelge 5.8 de, tzerinde calisilan bilesikler, ellisyon sirasina gore verilmistir. Sekil
4.31 ve Sekil 4.32'de goruldigu gibi ayirma yeterli degildir. CTC ve MC hirlikte
elue olmudlardir.

Cizelge 5.8 Tetrasiklinler icin pH 3,750 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

B| |E,‘SI k |Srn| trl tr2 tr3 trort k a

KBr 5,263 5,261 5,269 5,264 - -

Oksitetrasiklin | 7,497 7,484 7,541 7,507 0,426 -

Tetrasiklin 8,636 8,636 8,701 8,658 0,645 1,514

Metasiklin 14919 |14,919 |[14,995 |14,944 |1,839 2,851

Klortetrasiklin | 15,103 |15,124 15251 |15,159 |1,879 1,022

Doksisiklin 16,458 |16,493 |16,507 |16,486 |2,132 1,135
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Cizelge 5.9'de, Uizerinde calisilan bilesikler, eliisyon sirasina gore verilmistir. Onceki
pH degerlerine gore ellisyon sirasi degismistir. CTC ve MC birlikte elue olmuslardir.
Sekil 4.34 ve Sekil 4.35' de gortldigl yeterli ayirmaya ulasilamamistir.

Cizelge 5.9 Tetrasiklinler icin pH 4,000 £ 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

Bl Ia k IanI tr]_ tr2 tr3 tror[ k a

KBr 5,221 5,224 5,205 5,217 - -

Oksitetrasiklin | 7,436 7,465 7,503 7,468 0,432 -

Tetrasiklin 8,600 8,597 8,646 8,614 0,651 1,509

Metasiklin 14,417 |14,433 14,518 |14,456 |1,771 2,719

Klortetrasiklin | 14,904 |14,916 |15,041 |14,954 |1,867 1,054

Doksisklin 15869 |15901 |[15926 |15,899 |2,048 1,097

Cizelge 5.10'de, Uzerinde cdisilan bilesikler, elisyon sirasina gére verilmistir.
ElUsyon sirasi bir 6nceki kosul ile aynidir. Sekil 4.37 ve Sekil 4.38 de goruldigu gibi
ayirmayeterli degildir. MC ve CTC ikiz pik halinde gelmistir.

Cizelge 5.10 Tetrasiklinler icin pH 4,250 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

B| |$ k |ST“ tr]_ trz tr3 tror{ K a

KBr 5,161 5,136 5,131 5,143 - -

Oksitetrasiklin | 7,331 7,340 7,392 7,354 0,430 -

Tetrasiklin 8,355 8,374 8,440 8,390 0,631 1,468

Metasiklin 13,136 | 13,163 |13,252 |[13,184 |1,564 2,476

Klortetrasiklin | 14,131 | 14,133 |14,294 |14,186 |1,758 1,125

Doksisiklin 14,342 14,365 |[14,382 |14,363 |1,793 1,020
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Cizelge 5.11'de, Uzerinde calisilan bilesikler, ellisyon sSirasna gore verilmistir,
ElGsyon sirasi onceki iki kosul ile aynidir. Sekil 4.40 ve Sekil 4.41' de goruldigu gibi
ayirmayeterli degildir.

Cizelge 5.11 Tetrasiklinler icin pH 4,500 £ 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort k a
KBr 4,841 4,824 4,799 4,821 - -
Oksitetrasiklin | 6,649 6,652 6,663 6,655 0,380 -
Tetrasiklin 6,708 6,700 6,704 6,704 0,390 1,027
Metasiklin 8,367 8,368 8,387 8,374 0,737 1,887
Doksisiklin 8,857 8,860 8,872 8,863 0,838 1,138
Klortetrasiklin | 9,012 9,026 9,050 9,029 0,873 1,041

Cizelge 5.11'de, Uzerinde calisilan bilesikler, ellisyon sirasina gore verilmistir.
ElUsyon sirasi, dnceki U¢ kosuldan farklidir, DC, CTC'in 6nune gecmistir. Sekil 4.43
ve Sekil 4.44' de goruldigi gibi ayirma yeterli degildir.

Cizelge 5.12 Tetrasiklinler igin pH 2,500 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik faktorleri

Bilesik ismi tr1 tro tr3 trort k a
KBr 7,962 7,985 7,906 7,951 - -
Oksitetrasiklin | 7,187 7,175 6,98 7,114 | -0,105
Tetrasiklin 7,226 7,258 7,198 7,227 | -0,091 | 0,865
Metasiklin 11,254 | 11,11 | 11,079 | 11,148 | 0,402 4,417
Doksisiklin 12,849 | 12,879 | 12,879 | 12,869 | 0,619 1,538
Klortetrasiklin | 14,372 14,3 14,454 | 14,375 | 0,808 1,306
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Cizelge 5.13 Tetrasiklinler icin pH 2,500 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri

B||a k |ST|| tr]_ tr2 tr3 trort k a
KBr 6,012 6,020 6,108 6,017 - -
Oksitetrasiklin 6,926 6,915 6,878 6,906 0,148 _
Tetrasiklin 7,916 7,912 7,887 7,905 0,314 2,123
. 14,117 | 14,109 | 14,089 | 14,105 1,344 4,283
Metasiklin
s 15,715 | 15,694 | 15,688 | 15,699 1,609 1,197
Doksisiklin
Klortetrasiklin 17,491 | 17,471 | 18,219 | 17,727 1,946 1,210

Cizelge 5.14 Tetrasiklinler igin pH 2,750 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve secicilik faktorleri

Bl | a k |gn| tr]_ trz tr3 trort k a

KBr 6,668 | 6,681 | 6,656 | 6,668 ; 5

Oksitetrasiklin | ©:985 6,979 6,964 6,976 0,046 -

Tetrasiklin 7,66 7,668 7,692 7,673 0,151 3,267

Metasiklin 13,606 | 13,626 | 13,701 | 13,644 | 1,046 6,941

Doksisiklin 15,466 | 15,486 | 15,547 | 15,500 | 1,324 1,266

Klortetrasiklin | 17295 | 17,28 | 17,327 | 17,287 | 1,592 1,202




Cizelge 5.15 Tetrasiklinler icin pH 2,750 + 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit
iceren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve segicilik faktorleri
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Bilesk ismi | ta to t tror K 2
KBr 6569 | 6607 | 6717 | 663L | - X
Tetresklin | 7692 | 7429 | 7563 | 7561 | 0140 | -
Oksiterasiklin | 7966 | 7564 | 7,425 | 7,652 | 0154 | 1,100
Meiasklin | 13059 | 13149 | 12,969 | 13,059 | 0969 | 6,909
Dokdsikliin | 146 | 14251 | 14251 | 14,367 | 1,167 | 1204
KlortetradKlin | 16412 | 16,168 | 16372 | 16317 | 1461 | 1252

pH 2,75 de, %23 asetonitril derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun
ayirma icin uygun oldugu gorilmektedir. ElUsyon sirasi dksitetrasiklin, tetrasiklin,
metasiklin, doksisiklin, klortetrasiklin seklindedir. pH 2,75'de, %24 asetonitril
derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulunun da ayirmaicin yeterli oldugu
goralmektedir. Ancak ellisyon sirasi incelendiginde, tetrasiklinin oksitetrasiklinden
daha 6nce elue oldugu gorulmektedir.

pH 2,50 de, %23 asetonitril derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun ilk
gorulmektedir.
oksitetrasiklin, tetrasiklin, metasiklin, doksisiklin, klortetrasiklin seklindedir. Ayrica
ilk iki bilesigin kapasite faktorleri negatiftir. pH 2,50"de, %24 asetonitril derisiminde
alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun ayirma icin yeterli oldugu gorilmektedir.

iki bilesigin ayrilmasi icin  uygun olmadigi Elusyon drasi

ElUsyon siras inceendiginde, %23 asetonitrildeki ile aynidir.

Bu calismada cizelgelerden goéruldigi gibi 3 farkli asetonitril derisiminde, ayirmada
optimum olacagi dustintlen iki farkli pH degerinde calisiimistir. Her bir asetonitril
derisimdeki polarite parametres ile log k degerleri, her iki pH degeri icin cizelge
5.16 ve cizelge 5.17'de verilmistir. Aralarindaki iliskiler ise her iki pH degeri icin
sekil 5.1’ de ve sekil 5.2 de verilmistir.



Cizelge 5.16 pH 2,50’ detetrasiklilerin k ve log k degerleri

Tetrasiklin | OTC TC CTC MC DC

Ef k

0,891 -0,105 -0,091 0,402 0,619 0,808
0,888 0,154 0,14 1,969 1,167 1,461
0,884 0,047 0,051 0,583 0,76 0,936
ETN log k

0,891 - - -0,3958 |-0,2083 |[-0,0926
0,888 -0,8125 |-0,8539 |0,2942 0,0671 0,1647
0,884 -1,3279 |-1,2924 |-0,2343 |-0,1192 |-0,0287

Cizelge 5.17 pH 2,75'de tetrasiklilerin k ve log k degerleri

Tetrasiklin | OTC TC CTC MC DC
Eq k

0,891 0,046 0,151 1,046 1,324 1,592
0,888 0,148 0,314 1,344 1,609 1,946
0,884 0,108 0,121 0,848 1,065 1,248
Er log k

0,891 -1,3372 |-0,821 0,0195 |(0,1219 |0,2019
0,888 -0,8297 |-0,5031 |0,1284 |0,2066 |0,2891
0,884 -0,9666 |-0,9172 |-0,0716 |0,0273 |0,1086
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Sekil 5.1 pH 2,75 de polarite parametresi ile log k degerleri arasindaki iliski



65

04
0.2
004 T_// v

02 \v
04
06

0,8

104 /
1.2

.1'4_' L

1,64

.]_'8_
20 ,

log K

Sekil 5.2 pH 2,50’ de polarite parametresi ile log k degerleri arasindaki iliski



5.1 Sutte Doksisiklinin Tayini

HPLC yontemi ile sitte doksisiklinin tayininde mobil faz olarak 25 mM fosforik asit
iceren asetonitril-su ortami, %24 (v/v) kullanilmistir. =271 nm. ve &is hizi 0,8
mL/dakikadir. pH taramas calismalari sonucunda, doksisiklinin kantitasyonun
yapilabilmesi i¢in mobil faz pH’sinin, 2,750 + 0,005 oldugu kosulun en uygun kosul
oldugu belirlenmistir. Calisma grafigi icin 0,227-0,453-0,906-2,718-3,624 ppm
derisimlerinde standart cozeltiler hazirlanmis ve sivi kromatografi cihazina 20 L
miktarinda enjekte edilmistir. Bu standart ¢ozeltilere ait piklerden hesaplanan alanlar,
cizelge 5.18'de verilmigtir.

Cizelge 5.18 Dis kalibrasyon verileri

Standart doksisiklin
Alan
derismi (ppm)

0,227 8072
0,453 11542
0,906 19282
2,718 60607
3,624 79465

Bu veriler ile gizilen dis kalibrasyon grafigi sekil 5.3’ de verilmistir.
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Sekil 5.3 Doksisiklin igin dis kalibrasyon grafigi

Bu grafige ait dogru denklemi y = (1813 £+ 980) + (21430 + 471)c seklindedir.
R=0,999 SD=1418 N=5
Bu durumda grafige 6zgii hesaplamalar dikkate alindiginda;

metodun standart sapmasi (Sxo), S, :i
Egim
S
varyasyon katsayisi (CV), CV =2 x100
X

oldugundan, metodun standart sapmasi 0,066 ve varyasyon katsayisi 4,16 olarak
bulunur. Bu yontemde doksisiklin icin dedeksiyon limiti 0,1 ppm’ dir.

Bu calismada geri kazanmanin belirlenmes icin, sit numunes hazirlanirken stit
numunesine 0,906 ve 0,453 ppm olacak sekilde doksisiklin katkilari yapilmis ve
elde edilen veriler dis kalibrasyon grafiginde kullanilarak, geri kazanmanin %72
civarinda oldugu belirlenmistir. Literatirlerde de tetrasiklinlerin proteinlere
baglandigi ve geri kazanmanin dusik oldugu belirtilmektedir (Boatto vd., 1999,
Schenk vd., 1998).

Sonug olarak sunlari sdyleyebiliriz. Bilindigi gibi sivi kromatografide iyonlasabilen
bilesiklerin ayrilmalarinda optimum pH kosulu pK, + 1,5 araliginda pH etkis

incelenerek belirlenir. Bu calismada oncelikle uygun mobil faz ve kolon sistemi
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belirlenmis ve takiben bu mobil faz farkli pH degerlerine ayarlanarak pH etkisi
incelenmistir. Sivi kromatografide mobil fazin tamamina ait pH degerlerinin
belirlenmes TUPAC kuralina uygun sekilde yapilir. Bu calismada da asetonitril-su
ikili karisimina ait pH standardizasyonuna uygun sekilde mobil faz pH's ayarlanmis
ve her bir kosulda kapasite faktorleri, secicilik faktorleri hesaplanmistir. Calismada
asetonitril derisimi %25 oldugunda pH 2,50 ve 2,75'in ayirma igin uygun oldugu
dusinilmis ve bu iki pH degerinde asetonitril derisimi %23 ve %24 yapilarak
polaritenin ayirmadaki etkis Uzerinde durulmustur. Tetrasiklinlerin birbirinden
ayirimi ve doksisiklinin tayini icin en uygun nobil fazin 25 mM orto fosforik asit
iceren %24 (v/v) ACN oldugu, pH 2,750 £ 0,005’de OTC, CTC, TC, MC ve DC'in
birbirinden ayrilmasinin yeterli oldugu belirlenmistir. Bu kosulda doksisiklinin
kantitatif tayini icin dis kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Burdur y6resinden alinan
sit numunesinde ve bazi paket sit numunelerinde doksisiklin tayini calismas

yapilmis, fakat bu numunelerde doksisiklin varligi saptanmamistir.
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