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ÖZET 

 

Tetrasiklinler veterinerlikte hastaliklarin önlenmesi 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 ilaçlarin 

kullanilmasi bulasici hastaliklar gibi ciddi problemlere yol açabilmektedir. Bu 

maddelerin sütteki kalintilari toksik etki ya da baska alerjik reaksiyonlara sebep 

olabilmektedir. 

 

LC, sütte bulunan tetrasiklinlerin tayini için oldukça yaygin olarak kullanilan bir 

yöntemdir. Bu çalismada, tetrasiklinlerin kromatografik ayirimi, C8 ters- faz kolonda, 

25mM fosforik asit içeren asetonitril-su mobil fazi kullanilarak gerçeklestirilmistir. 

Bu çalismada, mobil faz pH’sinin kromatografik ayirmaya etkisi incelenmistir.  

 

Bu çalismanin amaci, TC, OTC, MC, DC ve CTC’nin ayirimi için spesifik, hizli ve 

basit bir yöntem gelistirmektir. Çalismada doksisiklinin kantitatif tayininde, dis 

kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Lineer kalibrasyon egrisi, 0,999 korelasyon 

katsayisi ile elde edilmistir. 

 

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

optimizasyonu 
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ABSTRACT 

 
Tetracyclines are used routinely in veterinary medicine for prevention and control of 

animal diseases. They are antibiotics with a broad  antibacterial 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 C8 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 aim of this work to develop  spesific, rapid and simple 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 
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Sayin Prof. Dr. Güleren ALSANCAK’a ve desteklerini her an hissettigim, daima 
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SIMGELER DIZINI 

 

HPLC : Yüksek performansli sivi kromatografisi 

k         : Kapasite faktörü 

tR        : Bilesige özgü alikonma zamani 

t0            : Kolonda tutulmayan türe ait alikonma zamani 

a         : Seçicilik faktörü 

Rs           : Ayirma gücü 

N        : Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi 

DAD  : Spektral tarama alabilen dedektör 

TC      : Tetrasiklin 

OTC   : Oksitetrasiklin 

MC     : Metasiklin 

DC     : Doksisiklin 

CTC   : Klortetrasiklin 

SPE    : Kati- faz ekstraksiyonu 
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1 GIRIS 

 
Antibiyotikler, mikroorganizmalardan üretilen, diger mikroorganizmalarin 

gelismesinin engellenmesi ya da bu mikroorganizmalarin öldürülmesi amaciyla 

kullanilan kimyasal maddelerdir. Insan ve hayvan  hastaliklarinin önlenmesi ve 

tedavisinde kullanilirlar. Bu ilaçlar, ürünleri gida maddesi olarak kullanilan 

hayvanlarda da hastaliklarin önlenmesi, büyümenin hizlandirilmasi amaciyla 

kullanilmaktadir. Veteriner ilaçlari olarak antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi, 

hayvansal gidalarda ilaç kalintilarina sebep olabileceginden bunlari tüketenlerde 

potansiyel tehlike olusturmaktadirlar.  

 

Tetrasiklin grubu antibiyotik ler klinik olarak önemli ilaçlardandir. Bu yari sentetik 

türevler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler içeren patojenik 

mikroorganizmalara karsi aktivitelerinin iyi olmasiyla taninirlar. Bu ilaçlarin 

kullanimi sirasinda antibiyotikler, süte kalinti ola rak belirli miktarlarda 

geçmektedirler. Hayvanin tedavisinin baslangicindan itibaren 7-21 gün süresinde 

sagilan sütün insanlar tarafindan tüketilmesi, insanlarda alerjik reaksiyonlara ve 

antibiyotiklere karsi bagisiklik kazanilmasina sebep olabilmektedir. Ayrica, 

isletmeler açisindan teknolojik problemlere neden olabilmektedir. Yogurt, kefir, 

peynir gibi kültür kullanilarak üretilen fermente süt ürünleri, sütte antibiyotik 

bulunmasi halinde üretilememektedir. Çünkü bu kültürlerde bulunan 

mikroorganizmalar antibiyotikler tarafindan inhibe edilmektedir. Bu durumda ürünün 

olusabilmesi için gerekli mikroorganizmalar çalisamamakta ve pH’da beklenen 

düsme olmamakta, ürün kalitesi düsük olmakta veya hiç ürün elde edilememektedir. 

Bu nedenle bu grup antibiyotiklerin tayinleri son derece önemlidir. 

 

Ilaç kalinti analizleri, 1980’lerin basindan itibaren önem kazanmaya baslamistir. 

Gidalarda kimyasal kirleticilerin kontrolü için istenilen düzenlemeler son on yilda 

artis göstermistir. Bu da, gida maddelerinde kalintilarin tayin edilmesi için gerekli 

analitik metotlara olan talebi arttirmistir. Kromatografik teknikler, özellikle de 

yüksek performansli sivi kromatografi yöntemi, güvenilir ve maksimum kalinti 

limitinden daha düsük konsantrasyonlari da tayin edebilir olmasindan dolayi kalinti 
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analizlerinde önem kazanmistir. Bu çok yönlü teknik, biyolojik numunelerde 

antibiyotik kalintilarinin tayini amaciyla oldukça yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu 

yöntemle bozucu türleri azaltmak ve spesifikligi arttirmak mümkündür.  

 

Bu çalismada, sütte doksisiklinin sivi kromatografik tayini amaçlanmistir. Sütte 

mevcut olabilecek diger tetrasiklinlerin, doksisiklinin kantitatif tayininde bozucu etki 

yapabilecekleri düsüncesiyle, metasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve 

oksitetrasiklinin, doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize edilmeye 

çalisilmistir. Bilindigi gibi, ters faz sivi kromatografide ayirma için uygun kosul pKa 

± 1,5 ’tur. Bu nedenle öncelikle doksisiklin, metasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve 

oksitetrasiklinin, mobil faz olarak uygun oldugu belirlenen %25 asetonitril-su 

ortamindaki pKa degerleri potansiyometrik yöntemle tayin edilmistir. Daha sonra ise 

mobil fazin pH’sinin ayirma üzerine etkisi incelenerek ayirma için optimum pH 

degeri belirlenmistir. 
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1.1 Tetrasiklinler Hakkinda Genel Bilgi 

 
Tetrasiklinler hem asit, hem de bazlarla tuz olusumu veren amfoterik bilesiklerdir 

(Schenk vd., 1998). Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin ana yapisinda, dört halkali bir 

hidronaftasen çekirdegi bulunur. Tetrasiklin analoglari, bu çekirdek yapinin besinci, 

altinci ve yedinci pozisyonlarindaki farkliliklara göre birbirlerinden ayirdedilirler. 

Sekil 1.1‘de tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin, metasiklin ve doksisiklinin 

genel yapilari ve Sekil 1.2’de de kromatografik ayirimlari gerçeklestirilen bu 

tetrasiklinlerin tam formülleri verilmistir. 

 

Sekil 1.1 Tetrasiklinlerin  genel yapisi 

 

Çizelge 1.1 C7, C6, C6 ve C5 pozisyonlarindaki sübstitüentler 

 
Bilesik R1 R2 R3 R4 

Tetrasiklin 

Oksitetrasiklin 

Klortetrasiklin 

Metasiklin 

Doksisiklin 

H 

H 

Cl 

H 

H 

CH3 

CH3 

CH3 

CH2 

H 

OH 

OH 

OH 

- 

CH3 

H 

OH 

OH 

OH 

OH 
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Adi Yapi Formülü 
Tetrasiklin 

OH

NH2

OOOH O OH
OH

H
OH

OHCH3
H N(CH3)2

 
 

Oksitetrasiklin 

OH

NH2

OOOH O OH
OH

H
H

OHCH3
H N(CH3)2

 
Klortetrasiklin 

OH

NH2

OOOH O OH
OH

H
H

OHCH3
Cl N(CH3)2

 
Metasiklin 

OH

NH2

OOOH O OH
OH

N(CH3)2
CH2

HH OH
HH

 
Doksisiklin 
 

OH

NH2

OOOH O OH
OH

H
OH

CH3H
H N(CH3)2

 
 

Sekil 1.2 Kromatografik ayirimlari gerçeklestirilen tetrasiklinler 
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Tetrasiklinler, veterinerlikte, hastaliklarin engellenmesi ve kontrolünde siklikla 

kullanilan bakteriyostatik aktiviteli ve genel antibakteriyel spektrumlu 

antibiyotiklerdir. Bunlar, Spirochete, Actinomyces, Ricketsia ve Mycoplasma 

türlerini içeren, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin neden oldugu akut 

hastaliklara karsi iyi aktiviteye sahiptirler (Hallworth, 1993; Blanchflower vd., 1997; 

Cherlet, 2003; Cinquina vd.,2003).   

 

Tetrasik lin grubu antibiyotikler, bakterilerde protein olusumunu engelleyerek, 

bakterilerin çogalmasini önlerler. 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; Kühne vd., 2000; Cinquina 

vd., 2003; Furusawa, 2003; Hernandez vd., 2003).  

 

Mikroorganizmalarin tetrasiklinlere karsi dirençlerinin artmasi uyarilarina ragmen, 

Avrupa Birligi’nde, veterinerlikte tedavi amaçli kullanilan antibiyotiklerin 

%65’inden fazlasi tetrasiklin grubu antibiyotiklerdir (Kühne vd., 2000). Bu ilaçlarin 

kullanimi sirasinda, ilaç kullanimi uygunsuz bir sekilde devam eder ve tedavi 

zamaninda birakilmazsa, gidada TC kalintilari olusmaya baslar (Furusawa, 1999; 

Furusawa, 2003). Insan patolojisi açisindan degerlendirecek olursak, bu bilesigin 

gidadaki çok az bir miktari bile toksik etkilere ve alerjik reaksiyonlara sebep 

olabilmektedir. Daha da önemlisi, gida maddelerindeki antibiyotigin, uzun 

periyotlarda, düsük dozda tüketimi, ilaç-dirençli mikroorganizmalarin gelismesine 

sebep olur  (Boatto vd., 1999; Cinquina vd., 2003). Buna ek olarak, OTC kalintilari, 

peynir, tereyagi, yogurt gibi baslatici kültürlerin inhibisyonuna da neden 

olabilmektedirler (Schenk vd., 1998). 

 

Gida güvenliginin saglanmasi amaciyla, Avrupa Birligi, hayvansal ürünlerde, birkaç 

ilaç için tolerans degerleri belirlemistir. Et, süt ve diger gidalarda maksimum kalinti 

limitleri (Maximum residue limits, MRLs) tespit edilmistir  (Choma vd., 1999; 

Cinquina vd., 2003). FAO/WHO (Dünya Saglik Örgütü), FDA (ABD Gida ve Ilaç 

Kurulu), EU (Avrupa Birligi), Japan (Japonya Gida Kanunlari), sütteki maksimum 
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kalinti limitini (MRL) 0,1 µg/mL olarak belirlemislerdir (Boatto vd., 1999; 

Furusawa, 1999; Furusawa, 2003). 
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1.1.1 Tetrasiklinlerin Tayini Hakkinda Genel Bilgi 

 
Gidalarda antibiyotik kalintisinin varligi, genellikle immunolojik çalisma ile tayin 

edilir. Enzim inhibisyonunu temel alan mikrobiyolojik testler gibi biyotayin metotlari 

kullanilir. Ancak bu metotlar spesifik degildirler ve farkli antibiyotiklere seçici 

davranis göstermezler. Fizikokimyasal metotlar, biyokimyasal metotlara göre daha 

güvenilirdirler.  Bu nedenle antibiyotik kalintilarinin tayini ve kantitasyonu için 

hassas ve spesifik analitik tekniklerin uygulanmasi gereklidir. Önceleri tetrasiklin 

kalintilarinin analizinde ince tabaka kromatografisi, elektroforez  ve gaz-sivi 

kromatografisi yöntemleri kullanilirken günümüzde bu amaçla tercih edilen teknik 

HPLC’dir. Sivi kromatografi teknigi ile tetrasiklinlerin analizinde ayirma, ters faz 

alkillenmis silika, C18, C8 kolonlari veya kati destekli polimer kullanilarak yapilir 

(Björklund, 1988; Posyniak  vd., 1998; Schenck ve Callery, 1998; Bovanova, 2000; 

Joshi, 2002). Silika esasli 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 açmasidir. Bu 

problemi engellemek için tam kapali ters faz  kolon önerilmektedir.  Mobil faza 

oksalik asit ekleyerek veya polistrendivinilbenzen sivi kromatografi kolonu 

kullanilarak, bu problemin üstesinden gelinebilir (Furusawa, 1999; Vinas vd., 2004). 

Polimerik kolonlarin kullanilmasinda, iyon çifti olusturucu olarak tetrabutil 

amonyum tuzu ya da EDTA içeren mobil faz kullanimi önerilmektedir (Kazemifard 

ve Moore, 1997).  

 

Tetrasiklinlerin ters faz sivi kromatografi ile ayirimlari, alikonma 

mekanizmalarindaki farkliliklardan dolayi komplikedir. Sadece hidrofobik 

etkilesimleri degil, ayni zamanda kolon dolgu materyalindeki metal safsizliklarini da 

selat olusumunu azaltmak için çok düsük düzeyde 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 mümkündür (Skulason, 2003).  
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Doksisiklin amfoterik bir bilesiktir ve sivi kromatografik ayirma fizikokimyasal 

özelliklerinden çok etkilenir. Bu antibiyotik, diger tetrasiklinler gibi 2 ve 3 yüklü 

katyonlarla (Al ve Ca da dahil) selatlar olusturur. Bu selat komplekslerinin 

olusmasini önlemek için fosforik asit, tartarik asit, EDTA ve iyon çifti olusturucu 

reaktifler mobil faza eklenerek olumsuz etkiler bertaraf edilmeye çalisilir (Ruz vd., 

2004).  

 

Sütteki antibiyotiklerin kromatografik tayininden önce, ekstraksiyon esnasinda 

antibiyotiklerle birlikte ekstrakte olan bilesikleri  uzaklastirmak için numune  

hazirlama isleminin uygulanmasi gereklidir. Antibiyotikler, tipik polar bilesiklerdir. 

Polar olmayan organik çözücüler ile ekstraksiyonlari mümkün olmayabilir. Sütteki 

antibiyotiklerin tayini için en önemli metotlar, süt proteinlerinin çökmesini ve 

takiben antibiyotiklerin polar organik çözücüler içerisine ekstraksiyonunu 

gerektirmektedir. Dokudan ve sütten antibiyotiklerin ekstraksiyonu için çesitli 

ekstraksiyon/protein giderme  metotlari kullanilmaktadir.  
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1.2 Kromatografi Hakkinda Genel Bilgi 

 

Kromatografi karisimlardaki bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini için yaygin 

olarak kullanilan bir analitik metottur. Karisimdaki bilesenler, akis halinde gaz veya 

sivi bir fazla birlikte durgun faz üzerinden geçirilir; ayirma bilesenlerin göç hizlarina 

bagli olarak gerçeklesir.  

 

Sivi kromatografik ayirmalar, çözünenlerin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilma 

katsayilarinin farkliligini temel alir. A çözüneni için söz konusu denge, asagidaki 

esitlikte gösterilebilir. 

 

A (Hareketli faz)            A (Sabit faz) 

 

Bu reaksiyonun denge sabiti k’ya dagilma katsayisi denir, ilgilenilen türün sabit 

fazdaki konsantrasyonu (cs) ve ilgilenilen türün hareketli fazdaki konsantrasyonu 

(ch)’na  

 

k=
h

s
c
c

            

 

bagintisiyla baglidir. 

 

Bir türün kolona enjekte edilmesinden, dedektördeki pik noktasina kadar geçen 

zamana, o türün alikonma zamani denir ve tR ile gösterilir. Kolonda hiç 

alikonulmayan türün dedektöre kadar ulasma süresine, ölü zaman denir ve t0 ile 

gösterilir. Kapasite faktörü (k), çözünen maddelerin kolonda göç hizlarini 

tanimlamakta yaygin olarak kullanilan bir parametredir ve asagidaki esitlik ile ifade 

edilir. 

 

0

0R
t

tt
k

−
=   
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Iyi bir kromatografik ayirmada, türler için kapasite faktörlerinin 2-10 olmasi iyi 

sonuç verir. 

 

Bir kolonda A ve B gibi iki tür düsünecek olursak, daha kuvvetli olarak tutunan veya 

daha yavas olarak kolondan elue edilen B türü için kapasite faktörü kB, daha az  

tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue edilen A türü için ise ayni sabit kA 

oldugunda, A ve B türleri için seçicilik faktörü; 

 

0RRA

0RRB

A

B
tt
tt

k

k

−
−

==α  

 

seklinde ifade edilir. a daima 1’den büyüktür ve a degerinin 1,15 degerine esit 

olmasi, ayirmanin %98 gerçeklestigini gösterir. 

 

Bir kolonun ayirma gücü (Rs)’dir ve  Rs, etkin tabaka sayisi, kapasite faktörü ve 

seçicilik faktörüne baglidir. Bunlar arasindaki baginti; 

 

Rs=
4

N








+








α
α

k1
k1-

 

 

seklindedir. 

 

Sivi kromatografide, durgun fazin polar, hareketli fazin apolar oldugu durumda 

normal faz sivi kromatografi, durgun fazin apolar hareketli fazin polar oldugu 

durumda ise ters faz sivi kromatografi ifadeleri kullanilir. 

 

Iyi bir ayirma için, sabit fazin polarliginin, analizi yapilanlarin polarligina yakin 

olmasi gerekir. Buna karsilik, hareketli fazin polarligi, analizi yapilanlarin 

polarligindan çok farkli olabilir. Sabit fazin polarliginin, bilesenlerin polarligindan 

çok farkli olmasi halinde, sabit fazla bilesenler arasinda etkilesme olmaz veya çok az 

olur. Bunun sonucunda bilesenler kolonu kisa zamanda terkederler. Sabit fazin ve 

bilesenlerin polarliklarinin birbirlerine çok yakin olmasi durumunda da elüsyon 
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süreleri çok uzar. Kromatografide bu da istenmez. Iyi bir ayirma isteniyorsa; sabit 

fazin, hareketli fazin ve analizi yapilan bilesenlerin polarliklarinin kromatografi için 

uyusum halinde olmasi gerekir.  

 

Sivi kromatografide bir çok durumda su-organik çözücü ikili karisimlari hareketli faz 

olarak  kullanilir. Hareketli faz bilesimi, analizcinin sivi kromatografide ayirmayi 

optimize etmek için, kolaylikla degistirebilecegi bir parametredir. Bir sivi 

kromatografik ayirmada bir tek hareketli faz ile yapilan ayirma izokratik ayirmadir. 

Sivi kromatografi teorilerinin bilinmesi ve kapasite faktörü ile hareketli fazin 

polaritesi arasindaki lineer bagintilarin kullanilmasi  bir çok kosulda ayrim için 

yeterlidir. Izokratik ayirmanin yeterli gelmedigi kosullarda gradient ayirma 

kullanilir. Gradient ayirmada çözücü bilesiminin profili zamana göre degistirilir. 

Profil, konveks, konkav ya da lineer olabilir. Numune bilesenlerinin polaritelerinde 

farkliligin artmasi, gradient elüsyonun etkinligini arttirir. Bir gradient ayirmada 

hareketli fazin baslangiçta da bir miktar organik çözücü içermesi kolon 

dengelenmesini daha kisa sürede tamamlayabilir.  

 

Sivi kromatografide kapasite faktörü k, hareketli fazin polaritesine baglidir ve 

siklikla ayirmanin optimizasyonunda log k ile çözücü polarite parametresi,  ET
N

, 

arasindaki lineer iliskiden yararlanilir. Ancak su-organik çözücü karisimlarinda, 

suyun hakim oldugu, organik çözücünün hakim oldugu veya su-organik çözücü 

ikilisinin birlikte etkin oldugu bölgelerde farkli lineer iliskiler olacagi bilinmektedir. 

 

Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum 

dioksittir. Mikrondan daha küçük boyutlardaki silisyum dioksit parçaciklarinin 

aglomerasyonuyla, daha büyük ve yaklasik ayni boyutlarda parçaciklar elde edilir. 

Hazirlanan parçaciklarin yüzeyi, genellikle bu yüzeye fiziksel veya kimyasal baglarla 

baglanmis ince bir organik filmle kaplanir.  

 

Bagli faz dolgu maddelerinin çogu bir organoklorosilanin, sicak, seyreltik 

hidroklorik asit çözeltisinde hidrolizlenerek yüzeyine OH grubu baglanmis 

silisyum dioksit ile reaksiyona sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda 
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olusan ürün bir organosiloksandir. Kati parçacik yüzeyinde bulunan böyle bir SiOH 

ile meydana gelen reaksiyon asagidaki gibi yazilabilir: 

 

                             CH3                                  CH3 

      |                        |                                      | 

(-Si-OH)  +  Cl-Si-R                    Si-O-Si-R  +  HCl 

      |                        |                                      |       

                             CH3                                                 CH3 

 

Burada R, genellikle düz zincirli oktil- veya oktildesil- grubudur.  

 

Silis yüzeylerine baglanan diger organik fonksiyonlu gruplar alifatik aminler, eterler, 

nitriller ve aromatik hidrokarbonlardir. Böylelikle çok farkli polaritede durgun faz 

elde etmek mümkündür. Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak yüzeye 

tutturulmus dolgulara göre daha kararli olma gibi bir üstünlüge sahiptir. Yüzeye 

fiziksel olarak tutturulmus dolgular, zamanla hareketli fazda çözünerek 

sürüklendikleri için sik sik yeniden kaplanmalari gerekir. Ayrica bu dolgularda, 

hareketli fazdaki çözünme problemi nedeniyle, gradient elüsyon teknigini uygulamak 

pratik degildir.  

 

Günümüzde ters faz sivi kromatografide siklikla C18 ve C8 kolonlari 

kullanilmaktadir. Kolonlarin uzunlugu 10-30 cm ve iç çapi 4-10 mm civarindadir. 

Kolon dolgu maddelerinin parçacik boyutu 5-10 µm kadardir. Bu tip kolonlarin 1 

metresinde 40000-60000 kadar etkin tabaka bulunur. Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm 

ve iç çapi 1-4,6 mm olan yüksek performansli mikro kolonlar da imal edilmeye 

baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerinin parçacik boyutlari 3-5 µm ve tabaka 

sayisi 100000 tabaka/m’ye kadar çikmaktadir. Bu mikro kolonlar kullanilarak çok az 

miktarda çözücü ile yeterli ayirma kisa sürede yapilabilmektedir. 4 cm uzunlugunda, 

4 µm iç çapinda ve 3 µm büyüklügünde dolgu maddesi ile doldurulmus bir kolonda, 

15 saniye gibi çok kisa bir zamanda sekiz farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir.  
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Kilavuz kolonlar, analitik kolonun giris kismina takilarak çözücülerden gelebilecek 

toz ve kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun ömrünü uzatirlar. Bunun yaninda kilavuz 

kolonlar yardimiyla durgun faz, hareketli faz ile doyurularak sivi-sivi 

kromatografisinde durgun fazin süreklenme ile kaybi minimuma indirilir. Kilavuz 

kolonun dolgusunun bilesimi ile, analitik kolonunki benzer olmalidir. Ancak basinç 

düsmelerini azaltmak için, kilavuz kolonun dolgu maddesinin parçacik boyutu 

analitik kolonunkinden genellikle daha büyüktür. 

 

HPLC’de genel ve özel amaçli olmak üzere iki tip dedektör kullanilir. Genel amaçli 

dedektörler, hareketli fazin kirma indisini, dielektrik sabitini, yogunlugunu ölçen 

dedektörlerdir. Bu özellikler çözünenin konsantrasyonuna ve türüne bagli olarak 

degisir. Buna karsilik özel amaçli dedektörler, bir maddenin UV absorpsiyonunu,  

floresansini ölçer. 

 

Sivi kromatografide en çok kullanilan dedektörler, ultraviyole veya görünür is igin 

absorpsiyonuna dayanirlar. Birçok organik madde ultraviyole bölgesinde 

absorpsiyon gösteren fonksiyonlu gruplar bulundurdugu için, UV dedektörler siklikla 

tercih edilirler. UV dedektörler yüksek hassasiyet (yüksek absorpsiyon yapan 

bilesikler için dedeksiyon limiti yaklasik 1x10-9 g/mL) ile karakterize edilirler. Akis 

hizi ve sicaklik degisimlerine hassas degildir. UV dedektör, genellikle gradient 

elüsyon çalismasi için tercih edilen bir dedektördür.  

 

Günümüzde, çesitli dalga boylarinda dedeksiyon yapabilmek için (210-800 nm) 

dedektörler üretilmektedir. Böylece daha seçici tayin mümkün olabilmektedir. 

HPLC’de tek seçici dalga boylu UV dedektörler kullanildigi halde bunlar yerini hizla 

çok dalga boyu taramasi yapabilen DAD dedektörlere birakmaktadir. Bu tip 

dedektörlerle belli dalga boyu araligina  ait  spektrumun tamamini elde etmek 

mümkün olabilmektedir. Toplanan sinyallerden elde edilen spektrum, matriksde 

yorum yapabilmek için detayli spektral bilgi saglamaktadir. 

 

HPLC’de kullanilan floresans dedektörleri, florometre ve spektroflorometrelerde 

kullanilan dedektörlerin aynidir. En basit floresans dedektörlerinde, uyarici kaynak 
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olarak civa lambasi, isinlari süzmek içinde bir veya birkaç filtre kullanilir. Floresans 

metodunun baslica avantaji, herhangi bir absorbans metodundan en az 10 defa daha 

hassas olmasidir. Bu metotda, analizi yapilacak maddele rin floresan özellikte 

olmalari gerekir. Floresan olmayan maddelere de, türevlendirilerek floresan özellik 

kazandirilir (Yildiz, 1993; Poole ve Poole, 1997; Skoog vd.,1999; Gündüz, 2002). 
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1.3 Potansiyometrik Yöntemle Ka Tayini Hakkinda Bilgi 

 
Potansiyometrik yöntem, pH metre veya elektrot kalibrasyonu yapildigi durumlarda 

iyonlasma sabitlerinin tayininde siklikla yararlanilan bir yöntemdir. Bu amaçla 

kullanilacak uygun düzenek hazirlanir. Kuvvetli asit veya kuvvetli bazlarin 

titrasyonlari bu çözeltilerin ayarlanmasi için gereklidir. Takiben zayif asit veya 

bazlar kuvvetli karsit türleri ile titre edilirler. Titrasyonda ayarli kuvvetli asitler ve 

bazlar kullanilir. 

 

Titrasyon grafigi, x ekseninde Vb ve y ekseninde pH veya mV olacak sekilde 

hazirlanir. Grafikte siçrama araligi genellikle  1 degerini kapsamaz. Grafigi 

esdegerlik için oranin 1 oldugu degeri içine alacak sekilde düzeltmemiz gerekir. 

Deneysel veriler incelenerek pH nin bariz sekilde degistigi hacim, dönüm noktasi-

esdegerlik hacmi olarak belirlenir. Vb degerleri Ves  degerine bölünerek (Vb/ Ves = 

Vb/(CaVa/Cb) = CbVb/CaVa düzeltilmis degeri her bir hacim ilavesi için 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 için pH degeri 

pKa’dir. 

 

Deneysel veriler bu sefer Gran fonksiyonunda esdegerlik öncesi bölge verileri 

kullanilarak Vb[H+] - Vb olacak sekilde grafige alinir. Elde edilen grafik lineer 

degildir, grafigin lineer bölgesi seçilir ve  buna özgü lineer kalibrasyon fonksiyonu 

belirlenir. Egim, -Ka’yi verecektir. Bazik bölgede veriler yine grafiksel olarak 

degerlendirilir. Hem asidik bölgenin hem de bazik bölgenin x eksenini kestigi nokta 

esdegerlik hacmini verir. 
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2 KAYNAK BILGISI 
 

Bu çalismada, metasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve oksitetrasiklinin, 

doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize edilmeye çalisilmis ve süt 

numunesinde doksisiklinin kantitatif tayini amaçlanmistir. Asagida bu konu ile ilgili 

literatürler hakkinda bilgi verilmistir. 

 

Vienneau ve Kindberg, HPLC ile, TC analizi için, metot gelistirme üzerinde 

çalismislardir. Kolon olarak C18 kolon (250mm x 4.6mm, 5 µm ID, Alltech Altima), 

Brownlee New  koruyucu kolon RP-18, (7 µm, 15 x 3,2mm) ile birlikte 

kullanilmistir. Standart çözeltiler,  HPLC saflikta metanol içinde hazirlanmistir. 

Çalisma standart çözeltileri, 50, 100, 200, 500, 2000, 10000 ve 20000 µg mL-1, 

derisiminde olup, metanoldeki TC stoktan hazirlanmistir. Bu çalismada mobil faz, 

metanol ve 25 mM EDTA ve 35 mM CaCl2 dihidrat (tampon A, pH 6,5) (40:60, v/v) 

içeren 0,1 M sodyum asetat tamponundan olusmaktadir. Akis hizi 1,0 mL/dakikadir. 

Enjeksiyon hacmi ise 50 µL’dir. Floresans dedektörde uyarilma dalga boyu 375 mm 

ve emisyon dalga boyu 512 nm’dir. TC ve 4-epi-tetrasiklinin 8 çözeltisi, çesitli 

miktarlarda CaCl2 ve EDTA içeren %40 metanol ve %60 tampon içinde 50 ng mL-1 

konsantrasyonunda hazirlanmistir. CaCl2 ve EDTA olmadan yalniz TC’nin pik 

emisyon spektrasi oldukça küçüktür. CaCl2’nin eklenmesi, TC pikinin siddetini 5 

kez, CaCl2 ve EDTA’nin her ikisinin de eklenmesi TC pikinin siddetini yaklasik 

olarak 24 kez arttirmistir. Floresans cevap için EDTA’nin rolü çok önemlidir. TC ile 

EDTA ve Ca2+ ‘un üçlü kompleks olusturacak cevabi arttirmalari mümkündür  

(Vienneau ve Kindberg, 1997). 

 

Carson ve arkadaslari, sütte TC, OTC ve CTC’nin tayini için, LC-MS sistemini 

kullanmislardir. Bu çalisma için, süt numunesi propilen santrifüj tüpüne 

yerlestirilmis ve 10 °C’de santrifüj edilerek krem tabakasi ayrilmistir. Supernatan 

kismi, 2 mL asetik asit içeren tüpe konulmustur. Çökmenin tamamlanmasi için süt 

yeniden santrifüj edilmistir. Süt ekstraktinin bu süzüntüsü metal-selat afinite kolona 

uygulanmis ve tetrasiklinler kolondan Mcllvaine-EDTA-NaCl tamponu ile elue 

edilmislerdir. Bu çalismada kolon olarak, (PLRP-S, 150 x 3,9 mm, 5 µm) kolon 



 18 

kullanilmistir. Ayirmada, metanol-5 mM sulu oksalik asit (58:42, v/v) mobil fazi 

tercih edilmistir. Enjeksiyon hacmi ise 100 µL’dir (Carson vd., 1998). 

 

Posyniak ve arkadaslari, hayvan dokularindaki TC kalintilarinin (oksitetrasiklin, 

tetrasiklin ve klortetrasiklin) HPLC ile tayini üzerine çalismislardir. Bu çalismanin 

amaci, gida üretiminde kullanilan hayvan dokularinda, TC kalintilarinin hizli 

ekstraksiyonu ve kantitasyonu için pratik olarak dogru ve kesin bir metot 

gelistirmektir. Basitlestirilen numune ekstraksiyonu ve stiren divinilbenzen SPE 

kartusu kullanilarak saflastirilan numunenin ekstraktlari,  sivi kromatografi  

analizleri için kullanilmistir. Biyolojik matrislerden tetrasiklinin izolasyonu, oksalik 

asit-asetonitril çözeltisi ile islemin ardindan  oksalik asit tamponu ile yapilmistir. 

SDBI (stren-divinilbenzen) kartus ile kati faz ekstraksiyon kullanilmistir. Analiz, 

polimerik analitik kolonda (PLRP-S 5 µm, 150x4,6 mm) gerçeklestirilmistir. Mobil 

faz olarak, 0,01 M oksalik asit-asetonitril, 75:25, (v/v) tercih edilmistir. Kolona 20 

µL sulu çözelti enjekte edilmistir. Kalibrasyon grafigi, 20-1000 ng/g araliginda 

lineerdir. Tüm kalibrasyon egrileri için korelasyon katsayilari, r = 0,9993’dür. Sigir 

ve domuz kaslarinda dedeksiyon limitleri, OTC ve TC için 10 ng/g, CTC için 15 

ng/g’dir. Karaciger ve böbrekte dedeksiyon limitleri, OTC ve TC için 20 ng/g, CTC 

için 25 ng/g’dir. 50, 100 ve 200 ng/g katki yapilmis domuz ve sigir kas, karaciger ve 

böbrek numunelerinde TC geri kazanimlari çalisilmistir. TC katkisi yapilmis doku 

numuneleri için, OTC, TC ve CTC’in geri kazanma ortalamasi %80 olarak 

belirtilmistir  (Posyniak vd., 1998). 

 

Boatto ve arkadaslari çalismalarinda, Fletouris ve arkadaslari tarafindan tanimlanan 

HPLC metodu ile White ve arkadaslari tarafindan tanimlanan metottaki numune 

hazirlama  islemini bir arada  kullanarak hazirladiklari  metodu kullanmislardir. 

Kalibrasyon standart numuneleri, tanik süt numunelerinden elde edilen ekstraktlara, 

primer stok standart çözeltilerin uygun hacimlerde eklenmesi ile hazirlanmistir. 

Çalismada, 10 mL süt üzerine 1 N HCl’den 2 mL ve 48 mL asetonitril eklenmistir. 

Süpernatan kismi, cam yünü bulunduran  huni ile  ayirma hunisine alinmistir. 60 mL 

metilen klorür ve 120 mL hekzan eklenmistir. Alttaki sulu faz, behere alinmis, kalan 

organik faz 4 mL su ile yikanmistir. Sulu fazlar birlestirilmis, %5 lik  NaHCO3 ile 
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nötralize edilmis ve 50-60 °C‘lik su banyosunda, düsük basinç altinda evapore 

edilmistir. Elde edilen çözeltiler HPLC sistemine enjekte edilmistir. UV dedektörle 

yapilan çalismada dalga boyu   335 nm’dir. Ters- faz (5 µm; 4,6 mm x 150 mm) 

kolon kullanilmistir. Tüm standartlarin ve süt ekstrakt nununelerinin enjeksiyon 

hacmi 100 µL’dir.  Analizler, izokratik sartlar altinda, oda sicakliginda, pH’ si  2,3 

olan fosforik asit- asetonitril (76:24,v/v) mobil fazi kullanilarak yapilmistir. Bu 

çalismada, ekstraksiyon / deproteinizasyon basamagi basit, hizli ve geri kazanim 

yüksektir. Uygulanan numune hazirlama islemi, süt numunelerinin izokratik sartlar 

altinda kromatografik analizlerini mümkün kilmistir. Kalibrasyon egrisi 1 mg mL-1 – 

10 mg mL-1 araligindaki konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Korelasyon katsayisi 

0,996’dan büyüktür. Geri kazanma % 85,8 ve 98,9 araligindadir. Dedeksiyon limiti 

5,2 ng mL-1’dir. Kati- faz ekstraksiyonu, (SPE) ISOLUTE® C8 tam kapali kolon  

kullanilarak gerçeklestirilmistir (Boatto vd., 1999). 

 

Furusawa’nin çalismasinda, sütte OTC kalintisi tayini için, sivi kromatografik 

yöntem kullanilmistir. Çalisma HPLC-DAD sisteminde yapilmistir. Ayirma,  

LiChrospher 100RP-8  (5µm; 250x4mm I.D; Merck) kolonda gerçeklestirilmistir. 1 

mL süt numunesi üzerine 1,5 mL, %20 (v/v) TCA çözeltisi ilave edilmis ve karisim, 

süzülmüstür. 20 µL süzüntü HPLC sistemine enjekte edilmistir. Mobil faza % 2-4 

(v/v) asetik asit ilavesinin, pik kuyruklanmasinin önlenmesinde etkili oldugu 

çalismacilarca belirtilmektedir. En iyi pik sekli ve kantitatif sonuç, asetonitril-asetik 

asit-su (28:4:68, v/v/v) mobil fazinin kullanilmasiyla saglanmistir. OTC, bazik 

çözeltide (pH 7,0-8,5) bozundugundan numune hazirlamada TCA çözeltisi 

kullanilmistir. Süt numunesi hacminin 1,5 kati kadar TCA çözeltisinin 

kullanilmasinin, ekstraksiyon / deproteinizasyon ve OTC’nin  geri kazaniminin iyi 

olmasi için uygun geldigi belirtilmektedir. Bir numunenin hazirlanmasi için 3 

dakikadan az bir süre gereklidir. OTC tayininde lineer bölge 0,2-20 ng araligindadir. 

Korelasyon katsayisi yeterlidir (0,9997).  Üç farkli katki düzeyinde  (0,1-0,5-1,0 

µg/mL) sütten OTC’in geri kazanimi hesaplanmistir, ortalama geri kazanmanin 

%89,8’den yüksek oldugu açiklanmaktadir.  OTC’in dedeksiyon limiti (LOD), 0,05 

µg/mL’dir. Bu deger MRL (0,1 µg/mL) degerinden daha asagidadir (Furusawa, 

1999). 



 20 

Axia ve arkadaslari, insan kaninda ve biyolojik dokularda, doksisiklini tayin etmeye 

çalismislardir. Bu çalismalarinda yüksek hassasiyeti, spesifikligi ve hizli olmasi 

nedeniyle HPLC metodunu tercih etmislerdir. %50 (v/v) ACN ve %0,15 trifloro 

asetik asit içeren mobil fazi kullanmislardir (Axia vd., 2000). 

 

Kühne ve arkadaslari, hayvan kemiklerinde TC kalintilari üzerinde çalismislardir. Bu 

çalismada, 250 mm x 4.6 mm kartus kolon LiChrospher RP 18 kullanilmistir. Mobil 

faz olarak, %25 asetonitril ve %75  fosforik asit karisimini tercih etmislerdir. Akis 

hizi,  0.7 mL/dakika’dir. Tayin UV dedektör ile 360 nm’de gerçeklestirilmistir 

(Kühne vd., 2000). 

 

Cinquina ve arkadaslari, yaptiklari çalismada, süt ve dokuda oksitetrasiklin, 

tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklinin kantitatif tayini için, sivi kromatografik 

yöntemi kullanmislardir. 5 g süt ve kas, homojenize edilmis ve %20 triklorasetik 

asitden 2 mL eklenip çalkalanmistir. 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  santrifüj edilmistir. 

Süzüntü SPE kartusa uygulanmistir. Numune yüklendikten sonra kartus, 2 mL %5 

metanol  ile yikanmis ve  tetrasiklinler 3 mL metanol ile elue edilmistir. Çözücü, azot 

buhari altinda uzaklastirilmis  ve kalinti 1 mL metanolde çözülmüs ve 0,45-µm  

PTFE filtreden filtre edilmistir. Analizler, HPLC-DAD sisteminde tamamlanmistir. 

Ayirmalar, izokratik sartlar altinda,  Hypersil C8 kolon (250 x 4,6 mm I.D.; 5 µm) 

(Thermo Quest) ve 0,01 M oksalik asit-metanol-asetonitril (60:25:15(v/v) ) mobil fazi 

kullanilarak yapilmistir. Kolon sicakligi 40°C’dir.  Dedektör cevabi, 0,1-5,0 mg/L 

araliginda lineerdir. Oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin için 

alikonma zamanlari sirasiyla, 5,5-6,2-9,2-11,1 dakikadir. Ilgilenilen bölgede bozucu 

pikler gözlenmemistir.  Korelasyon katsayisi tüm standartlar için, 0,998’den 

yüksektir. Numunelere,  farkli konsantrasyonlarda katki yapilmistir. Geri kazanma 

yüzdelerinin %81’den büyük oldugu belirtilmektedir (Cinquina vd., 2003). 

 

Furusawa’nin bir diger çalismasinda, sütte bulunan, TC (OTC, TC, CTC ve 

DC)’lerin rutin olarak tayini  için  LiChrospher®100 RP-8 (endcapped 250 x 4,6 
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mm2 i.d; 5 µm; Merck)  kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak, asetonitril-%7 (v.v-1) 

asetik asit (35:65, v.v-1) tercih edilmistir. Enjeksiyon hacmi 100 µL’dir. Bir 

numunenin analizi için gereken toplam süre  40 dakikadan azdir. Inek sütü, hacimce 

5 kat saf su ile seyreltilmistir. Çözeltinin 1 mL’si, ISOLUTE-C8 (EC) SPE kartusa 

uygulanmistir. TC’ler, 3 mL su ile elue edilmistir. Eluat, buharlastirilmis ve kalinti 1 

mL HPLC mobil fazinda çözülmüstür. Çözelti 0,5 µm filtre ünitesinden filtre 

edilmistir. 0,1-0,2-0,3-0,5 ve 10 µg mL-1 katkili  süt numuneleri kullanilarak, TC’in 

geri kazanimi tayin edilmistir. Ortalama geri kazanma %80’den büyük ve standart 

sapma  %5’ten küçüktür. Bu çalismada, SPE eluentinde organik çözücü olarak etanol 

kullanilmistir. OTC, TC, CTC ve DC standart çözeltilerinin absorpsiyon spektralari 

(200-450 nm araliginda) DAD ile ölçülmüstür. OTC ve  TC ayrilabilmistir, fakat 

CTC ve DC, mobil faz olarak etanol, asetik asit ve su kullanildiginda 

ayrilmamislardir. Pik kuyruklanmasi, mobil faza asetik asit eklemekle önlenmistir. 

Katki yapilmis süt numunelerinden izole edilmis TC’lerin kalibrasyon egrisi tüm 

TC’ler (korelasyon katsayisi > 0,995, P < 0,01) için, 0,1-1,0 µg.mL-1 lineer 

araligindadir (Furusawa, 2003). 
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3 MATERYAL VE METOT 
 

Bu bölümde, tetrasiklinlerin kromatografik analizlerinde mobil faz pH 

standardizasyonunda ve tetrasiklinlerin pKa degerlerinin potansiyometrik yöntemle 

tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir. 

 

3.1  Kullanilan Cihazlar 

 

3.1.1 Yüksek Performans  Sivi Kromatografi Cihazi 
 

Tetrasiklinlerin kromatografik ayirmalari ve tayinlerinde, Shimadzu HPLC cihazi 

kullanilmistir.  Sistemde, sistem kontrol ünitesi (SCL 10 AVP), pompa (LC10 

ADVP), dedektör (SPDM 10A VP Foto Diyod Array), kolon firini (CTO 10 AVP) ve 

gaz giderme birimi  ( DGU 14 A) bulunmaktadir. Bu çalismada,  Phenomenex Luna 

C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ) kolondan yararlanilmistir.  

 

3.1.2 pH/Iyon  Metre  
 

HPLC  mobil fazinin  pH ölçümlerinde Mettler Toledo MA 235  pH/Iyon analiz 

cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo in Lab. 420  Ag/AgCl kombine cam elektrottan 

yararlanilmistir. pH ölçümlerinde sabit sicaklik (25oC ± 0,1oC ), su banyosu (Heto 

HMT200 termostat ile birlikte Heto CBN 8-30) kullanilarak saglanmistir. 

Potansiyometrik pKa tayinleri, azot atmosferinde, sabit sicaklikta, çift cidarli hücrede 

gerçeklestirilmistir. Bu çalisma için, Mettler Toledo MPC 227 pH/conductivity 

cihazi kullanilmistir.  

 

3.1.3 Santrifüj Cihazi 

 

Süt numunesinin hazirlanmasi asamalarinda B.Braun International 3K30 model 

sogutmali santrifüj cihazi kullanilmistir. 
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3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler 

 

Deneylerde kullanilan bütün kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu 

çalismada kullanilan kimyasal maddeler ve bunlar ile ilgili bilgiler, çizelge 3.1’de 

verilmistir.  

 

Çizelge 3.1 Kullanilan kimyasallar ve özellikleri 

 

Kimyasal Açiklama 

Oksitetrasiklin Hidroklorür  
(469,90 g/mol) 
 

Sigma (%95) 
 

Klortetrasiklin Hidroklorür 
(478,89 g/mol) 
 

Aldrich (%80) 
 

Tetrasiklin Hidroklorür 
(480,91 g/mol) 
 

Aldrich (%80) 
 

Doksisiklin Hidroklorür 
(480,90 g/mol) 
 

 Fluka (%98) 

Metasiklin Hidroklorür 
(478,88 g/mol) 
 

Riedel-de Haën (%99,4) 
 

Asetonitril 
 

Merck 

Asetik asit Riedel-de Haën (%100) 
 

Ortofosforik asit Merck 

Potasyum asit fitalat Merck 

KBr 
 Merck 

KCl 
 Merck 

HCl  Merck, Titrisol 

KOH  Merck, Titrisol 
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3.3 Kullanilan  Çözeltiler 

 

3.3.1 Mobil faz 

 

Çalismada tetrasiklinlerin ayirimi için, ortofosforik asit derisimi, 25 mM olan, %25 

(v/v) ACN mobil fazi kullanilmistir. Ayirmada mobil faz pH’sinin,  kapasite faktörü 

üzerinde  etkisini incelemek üzere, 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 çözeltisi %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmistir. Bu çalismalarin 

sonucunda optimum pH belirlendikten sonra, bu pH’larda hazirlanan %23 ve %24 

derisimlerinde ACN mobil fazi kullanilarak, ayirma üzerinde mobil faz derisiminin 

etkisi incelenmistir. Çalismalarda gerekli çözeltiler günlük hazirlanmislardir. 

 

3.3.2  Tetrasiklin çözeltileri 
 

Stok antibiyotik çözeltileri, 25 mg antibiyotik hidroklorürün, 25 mL suda çözülmesi 

ile hazirlanmistir. Buna göre antibiyotiklerin stok derisimleri;  

OTC=876 ppm 

CTC=739 ppm 

TC=739 ppm 

DC=906 ppm 

MC=918 ppm’dir. 

Stok çözeltiler, günlük olarak hazirlanmis ve  çalisma çözeltileri bu stok 

çözeltilerden seyreltilerek kullanilmistir. 

  

3.3.3  Primer Standard pH Referans Çözeltisi  
 

Potasyum hidrojen fitalat, C6H4(COOK)(COOH), 120oC’da, 2 saat  kurutulmustur. 

pH metrenin ayarlanmasinda bu çözeltinin 0,05 mol/kg derisimi kullanilmistir.  
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3.4  Metot 

 
Bu çalismada sivi kromatografik ayirma kosullari, ilk olarak  25 mM ortofosforik asit 

içeren, %25 (v/v) ACN mobil fazinda incelenmistir. Mobil faz pH’sinin ayirma 

üzerine etkisini görmek için mobil faz, farkli pH degerlerinde ( 2,5; 2,75; 3,0; 3,50; 

3,75; 4,00; 4,25 ve 4,50) hazirlanmis  ve böylelikle ayirma için optimum pH kosulu 

saptanmistir (Barbosa ve Nebot, 1992; Barbosa vd., 1994). Mobil faz pH’si, istenen 

degere, %25 asetonitrilde hazirlanmis, 0,5 M NaOH ilavesi ile ayarlanmistir. Bu 

yaklasimla pH 2,50 ve 2,75’in ayirma için daha uygun olabilecegi düsünülerek, %23 

ve %24 asetonitril içeren mobil fazlarin pH lari, sadece bu iki degere ayarlanmis ve 

bu mobil fazlar kullanilarak ayirmada asetonitril derisiminin etkisi incelenmistir.  

 

pH metre kalibrasyonu 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat çözeltisi kullanilarak 

ve %25 (v/v) ACN-su mobil fazi için baslangiç deger esas alinarak,  kombine pH 

elektrodu ile 298,15 K’de yapilmistir. pH standardizasyonunda su-asetonitril ikili 

karis iminda IUPAC kurallarina uyulmustur.  

 

HPLC çalismasinda kapasite faktörleri, t0 dikkate alinarak hesaplanir. Iyonik 

bilesiklerin kapasite faktörlerinin belirlenmesinde KBr çözeltisi kullanilarak t0 degeri 

belirlenir. Bu çalismada gerek KBr ve gerekse tetrasiklinlerin alikonma zamanlari 

her bir kosul için üçer enjeksiyonla belirlenmistir. Bu üç ölçümün ortalamasi alinarak 

komsu pikler için bulunan kapasite faktörleri, seçicilik faktörlerinin hesabinda 

kullanilmistir.  

 
Bu tezde, ayirmada optimum pH araligini belirlemek üzere, öncelikle tetrasiklinlerin 

pKa1 degerleri, potansiyometrik yöntemle tayin edilmistir. Her bir titrasyondan önce 

elektrot, 25 °C sabit sicaklikta, 0,1 M KCl bulunduran %25 (v/v) ACN ortamina, 

yine %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmis 0,1 M HCl ilave edilerek, asidik bölgede   

kalibre edilmistir. E0 degeri bulunduktan sonra, 0,1 M KCl bulunduran %25 (v/v) 

ACN ortaminda, 2 mM derisiminde hazirlanan tetrasiklin çözeltilerinin 20 mL’si, 

yine %25 (v/v) ACN ortaminda hazirlanmis 0,025 M KOH ile titre edilmistir. 

Titrasyondan önce 1M titrisolden seyreltilerek hazirlanan 0,025M KOH çözeltisi, 
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karbonat hatasi giderilecek sekilde hazirlanmis ve takiben ayni derisimdeki HCl ile 

ayarlanmistir. 

 

Sütte doksisiklinin sivi kromatografik tayininde dis kalibrasyon grafigi kullanilmistir. 

 

3.4.1 Süt Numunesinin Hazirlanmasi 
 

Sütte doksisiklinin sivi kromatografik tayinini yapmak için, 50 mL’lik polipropilen 

santrifüj tüpüne, analizi yapilacak süt numunesinden 40 mL  alinarak 2000 g’de, 10 

ºC’de, 15 dakika santrifüj edilmistir. Üzerindeki krem tabaka alindiktan sonra 2 mL 

asetik asit eklenmistir. Daha sonra yine ayni sartlarda 25 dakika santrifüj yapilarak 

numune hazirlama islemi tamamlanmistir. Her bir numuneden 20 µL süzüntü sivi 

kromatografi cihazina enjekte edilmistir. Numuneye belirli derisimlerde doksisiklin 

katkisi yapilarak geri kazanma belirlenmistir.  
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4 ARASTIRMA BULGULARI 
 
4.1. Tetrasiklinlerin Iyonlasma Sabitlerinin Bulunmasi: 

 

Bu çalismada doksisiklinin diger tetrasiklinlerden ayirimi için %25 asetonitril-su 

karisiminin uygun oldugu belirlenmis, bu ortama özgü 1. iyonlasma sabitine ihtiyaç 

duyulmustur. Tetrasiklinlerin %25 asetonitril-su ikili karisiminda, iyonlasma 

sabitlerinin bulunmasi için potansiyometrik yöntem kullanilmistir. Çalismada 

öncelikle hücre kalibrasyonu yapilmistir ve her bir antibiyotigin 2x10-3 M, 20 mL 

çözeltileri, 0,025 M KOH ile titre edilmistir. mL titrant-mV grafikleri hazirlanmistir. 

Bu grafiklerden esdegerlik noktasi belirlenmistir. Takiben F  – pH grafikleri 

hazirlanmis ve birinci iyonlasma sabiti öncelikle F  – pH grafiklerinden 

yararlanilarak belirlenmistir. Her bir antibiyotik için 2 titrasyon yapilmis ve ortalama 

degerler hesaplanmistir. 

 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
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4
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6

7
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φ  

 

Sekil 4.1 2x10-3 M, 20 mL metasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.2 2x10-3 M, 20 mL metasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.3 2x10-3 M, 20 mL doksisiklinin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.4 2x10-3 M, 20 mL doksisiklinin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.5 2x10-3 M, 20 mL klortetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.6 2x10-3 M, 20 mL klortetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.7 2x10-3 M, 20 mL tetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.8 2x10-3 M, 20 mL tetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.9 2x10-3 M, 20 mL oksitetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 1. titrasyon 
grafigi 
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Sekil 4.10 2x10-3 M, 20 mL oksitetrasiklin çözeltisinin, 0,025 M KOH ile 2. 
titrasyon grafigi 

 

Iyonlasma sabitinin hesaplanmasinda 2. yöntem olarak   Gran yöntemi kullanilmis ve 

sonuçlar yine birinci iyonlasma sabitlerini hesaplamak için kullanilmistir. Bu 

çalismada  Gran fonksiyonlari, esdegerlik öncesi bölge verileri kullanilarak  

bulunmustur. Bilindigi gibi bu grafiklerin esdegerlik öncesi bölgede  çiziminde, x 

ekseninde bazin hacmi (Vb) ve y ekseninde ise Vb . [H+] bulunmaktadir. Lineer 

fonksiyonun egimi bize –Ka’yi vermektedir. X eksenini kesim noktasinda Vb için 

okunan deger, çalismada esdegerlik hacmidir.  
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Sekil 4.11 2x10-3 M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran 
fonksiyonunun lineer bölgesi 

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00018xVb+0,00025 seklindedir.  

R=-0,99875’dir. 

 

 

Sekil 4.12 2x10-3 M 20 mL Doksisiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda 
Gran fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00016xVb+0,00023 seklindedir.  

R=-0,99743’dir. 
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Sekil 4.13 2x10-3 M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran 
fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00020xVb+0,00030 seklindedir.  

R=-0,99859’dir. 

 

 

Sekil 4.14 2x10-3 M 20 mL Metasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda Gran 
fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00019xVb+0,00028 seklindedir.  

R=-0,99857’dir. 
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Sekil 4.15 2x10-3 M 20 mL Klortetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda 
Gran fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00016xVb+0,00022 seklindedir.  

R=-0,99956’dir. 
 
 

 

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

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00014xVb+0,00019 seklindedir.  

R=-0,99862’dir. 
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Sekil 4.17 2x10-3 M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda Gran 
fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00010xVb+0,00014 seklindedir.  

R=-0,99654’dir. 
 

 

Sekil 4.18 2x10-3 M 20 mL Tetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda Gran 
fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00011xVb+0,00014 seklindedir.  

R=-0,99732’dir. 
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Sekil 4.19 2x10-3 M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ilk titrasyonunda 
Gran fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00015xVb+0,00018 seklindedir.  

R=-0,99585’dir. 
 

 

Sekil 4.20 2x10-3 M 20 mL Oksitetrasiklinin 0,025 M KOH ile ikinci titrasyonunda 
Gran fonksiyonunun lineer bölgesi  

 
Bu grafigin dogru denklemi Vbx10-pH=-0,00015xVb+0,00017 seklindedir.  

R=-0,99631’dir. 
 
Çalisilan tüm tetrasiklin bilesiklerinin, her iki yöntemle de bulunan pKa1 degerleri 

çizelge 5.3’de verilmistir. 
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4.1 Mobil Faz pH’si Ile Kapasite Faktörleri Degisiminin Incelenmesi 

 

Bu çalismada   ilk olarak tetrasiklinlerin (OTC, TC, CTC, MC, DC)  alikonma 

zamanlari üzerinde pH etkisi incelenmistir. Mobil faz olarak kullanilan %25 (v/v) 

asetonitril-su karisimi 25 mM fosforik asit içerecek 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 tüm 

maddelerin  üçer enjeksiyonu yapilmis ve tetrasiklinlerin her pH kosulundaki 

kapasite faktörleri (k), seçicilik faktörleri (a) ile birlikte çizelgelerde (çizelge 5.4, 

çizelge 5.5, çizelge 5.6, çizelge 5.7, çizelge 5.8, çizelge 5.9, çizelge 5.10, çizelge 

5.11, çizelge 5.12, çizelge 5.13, çizelge 5.14 ve çizelge 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.  

 

 

 

Sekil 4.21 pH 2,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasikline ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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Sekil 4.22 pH 2,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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pH 2,750 ± 0,005 kosulunda, oksitetrasikline ait kromatogram sekil 4.24’de 

verilmistir. Sekil 4.25 ve sekil 4.26’da ise, akis hizi 0,5 mL/dakika ve 0,8 mL/dakika 

olan kosullarda, karisima ait kromatogramlar görülmektedir.  

 
 

Sekil 4.24 pH 2,750’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.25 pH 2,750’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

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  karisima ait kromatogramlar, sekil 

4.28 ve sekil 4.29’da verilmistir  

 

 
 

Sekil 4.27 pH 3,000’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.29 pH 3,000’de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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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.  

 

 
 

Sekil 4.30 pH 3,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.31 pH 3,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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Sekil 4.32 pH 3,500’da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=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.  

 

 
 

Sekil 4.33 pH 3,750’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; O C için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.35 pH 3,750’de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram.  25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=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 karisima ait kromatogramlar, sekil 4.37 ve 

sekil 4.38’da verilmistir.  
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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 içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 

 

Sekil 4.37 pH 4,000’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 
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.  

 

 
 

Sekil 4.39 pH 4,250’de, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.41 pH 4,250’de, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 



 49 

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 karisima ait kromatogramlar, 

sekil 4.43 ve sekil 4.44’de verilmistir.  

 

 
 

Sekil 4.42 pH 4,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda oksitetrasiklinine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 

 

Sekil 4.43 pH 4,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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Sekil 4.44 pH 4,500’da, akis hizi 0,8 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %25 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; Tetrasiklinler için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 
Yapilan pH taramasi sonucunda, çalisilan tetrasikle rin ayrimi için 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 çifti olarak davranmaktadir.  

Bu iki pH’da asetonitrilin etkisini incelemek üzere %23 ve %24 asetonitril 

derisimlerinde, pH 2,5 ve 2,75’de mobil faz hazirlanmis ve her bir antibiyotik için 

üçer 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 doksisikline ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %23 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 
 

 
 

Sekil 4.46 pH 2,750’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %23 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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Sekil 4.47 pH 2,500’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %23 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 

Sekil 4.48 pH 2,750’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda doksisikline ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %24 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=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 içeren asetonitril-su ortami, %24 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 

 

 
 
 

 
 

Sekil 4.50 pH 2,750’da, akis hizi 0,5 mL/dakika olan kosulda tetrasiklinlerin 
karisimina ait kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %24 
(v/v); Kolon: Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; 
Enjeksiyon hacmi: 20 µL; OTC için ?=271 nm; KBr için ?=200 nm 
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Çalisilan süt 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 süt numunesine ait 
kromatogram. 25 mM fosforik asit içeren asetonitril-su ortami, %24 (v/v); Kolon: 
Phenomenex Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ); Kolon sicakligi: 25°C; Enjeksiyon 
hacmi: 20 µL 
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5 TARTISMA VE SONUÇ 

 
Bu çalismada, sütte doksisiklinin sivi kromatografik tayini amaçlanmistir. 

Tetrasiklinler, ülkemizde oldukça yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdendir. Bu 

nedenle, sütte mevcut olabilecek diger tetrasiklinlerin, doksisiklinin kantitatif 

tayininde bozucu etkiler yapabilecekleri düsüncesiyle, metasiklin, klortetrasiklin, 

tetrasiklin ve oksitetrasiklinin, doksisiklinden sivi kromatografik ayirimlari optimize 

edilmeye çalisilmistir. Bilindigi gibi, ters faz sivi kromatografide ayirma için uygun 

kosul pKa ± 1,5 ’tur. Bu nedenle öncelikle doksisiklin, metasiklin, klortetrasiklin, 

tetrasiklin ve oksitetrasiklinin, ayirma için öndenemelerle uygun bulunan  %25 

asetonitril-su ortamindaki pKa degerleri potansiyometrik yöntemle belirlenmistir. 

 

Potansiyometrik yöntemle pKa tayininde F -pH sigmoidallerinden yararlanilmis ve  

yari nötralizasyon degerlerinden birinci iyonlasma sabitleri belirlenmistir. Tüm 

maddeler için iki titrasyon yapilmistir. Çizelge 5.1’de, bu yöntemle bulunan pKa1 

degerleri görülmektedir. 

 

Çizelge 5.1 Tetrasiklinlerin F -pH sigmoidallerinden belirlenen iyonlasma sabitleri  

 
Bilesik Ismi pKa1(1.titrasyon) pKa1(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 

 

Çalismada, tetrasiklinlerin iyonlasma sabitlerinin bulunmasi için kullanilan diger 

grafikler, Gran grafikleridir. Gran fonksiyonlari, esdegerlik öncesi bölge verileri 

kullanilarak  bulunmustur.   Bilindigi gibi bu bölgede lineer fonksiyonun egimi bize 

–Ka’yi vermektedir. X eksenini kesim noktasinda Vb için okunan deger, çalismada 

esdegerlik hacmidir (Levie,1997).  Çizelge 5.2’de de, bu yöntemle bulunan ortalama 

pKa1 degerleri görülmektedir. 
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Çizelge 5.2 Tetrasiklinlerin Gran grafigi ile bulunan iyonlasma sabitleri  

 
Bilesik Ismi pKa1(1.titrasyon) pKa1(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 

 

Çizelge 5.3’de, her iki yöntemle elde edilen ortalama pKa1 degerleri verilmistir. 

Görüldügü gibi iki yöntemle elde edilen sonuçlar birbirleriyle uyum içindedirler. 

 

Çizelge 5.3 F -pH grafikleri ve Gran yöntemi ile bulunan pKa1 degerleri 

 
Bilesik Ismi pKa1(Sigmoidal) pKa1(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 pKa1 degerleri suda 3,36 olarak verilmektedir  (Hosny vd.,1999). %25 

asetonitril-su ortaminda pKa1 degerlerinin büyümesi, ortamin dielektrik sabitinin 

azalmasi ile asitligin zayiflamasinin bir sonucudur. 

 

Bu çalismada, mobil faz üzerinde pH etkisini incelemeden önce, ön denemeler 

yapilarak, C8 kolonun uygunluguna karar verilmistir. C8 kolon olarak, Phenomenex 

Luna C8 (250 x 4,60 mm ID; 5 µ ) seçilmistir. Bu tip kolonlar içinde C yüklemesi en 

fazla olan yeni jenerasyon kolonlarindan bu kolon tercih edilmistir. Asetonitril 

derisiminin belirlenmesi için öndenemeler yapilmistir. %20 asetonitril derisiminde 

tetrasiklinler kolondan yeterince alinamamistir. %30 asetonitril derisiminde ise 

tetrasiklinler birlikte elue olmuslardir. Bu nedenle %25 asetonitril derisimi seçilmis 
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ve OTC, TC, MC, DC ve CTC’in alikonma zamanlari üzerinde pH etkisi, bu derisim 

için incelenerek, ayirma için optimum kosul belirlenmeye çalisilmistir.  

 

Asagida, pH 2,500; 2,750; 3,000;  3,500; 3,750; 4,000; 4,250; 4,500 degerleri için, 

tetrasiklinlerin alikonma zamanlari, kapasite faktörleri ve α degerleri, çizelge 5.4, 

çizelge 5.5, çizelge 5.6, çizelge 5.7, çizelge 5.8, çizelge 5.9, çizelge 5.10, çizelge 

5.11’de gösterilmistir. Ayrica yine ayni degerler, pH 2,5’da, %23 asetonitril derisimi 

için çizelge 5.12’de, pH 2,5’da, %24 asetonitril derisimi için çizelge 5.13’de, pH 

2,75’de %23 asetonitril derisimi için çizelge 5.14’de ve pH 2,75’de %24 asetonitril 

derisimi için çizelge 5.15’de gösterilmistir. 

 

Çizelge 5.4 Tetrasiklinlerin pH 2,500  kosulunda, 25 mM fosforik asit içeren %25 
(v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 tr,ort  k α 

KBr 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 

Klortetrasiklin 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 

Doksisiklin 12,773 12,773 12,776 12,774 0,936 1,232 

 

Çizelge 5.4’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

TC/OTC için α seçicilik faktörünün, 1,15 degerinden küçük olmasi, bu kosulda OTC 

ve TC ayiriminin yeterli olmadigini ifade etmektedir. Sekil 4.22 ve  Sekil 4.23’de 

görüldügü gibi pH 2,500’da OTC ve TC birlikte elue olmaktadir.  
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Çizelge 5.5 Tetrasiklinler için pH=2,750 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 tr,ort  k α 

KBr 6,268 6,278 6,279 6,275 - - 

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 

 

Çizelge 5.5’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

Elüsyon sirasi bir önceki pH kosulu ile aynidir. TC/OTC için α seçicilik faktörünün, 

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

ifade etmektedir. 

 

Çizelge 5.6 Tetrasiklinler için pH 3,000 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 

 

Çizelge 5.6’da, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

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

MC ve DC’in bulundugu bölgede, temel çizgi yukari kaydigi için bu pH kosulu 

kantitatif çalisma için tercih edilmemistir.  
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Çizelge 5.7’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

Ayirmanin saglandigi, kromatogramdan ve verilerden anlasilmaktadir. Ancak, CTC, 

MC ve DC’in bulundugu bölgede, temel çizgi yukari kaymistir. Bu nedenle kantitatif 

çalisma için bu pH kosulu uygun bulunmamistir. 

 

Çizelge 5.7 Tetrasiklinler için pH 3,500 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 
 

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 

 

Çizelge 5.8’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. Sekil 

4.31 ve Sekil 4.32’de görüldügü gibi ayirma yeterli degildir. CTC ve MC birlikte 

elue olmuslardir. 

Çizelge 5.8 Tetrasiklinler için pH 3,750 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 14,919 14,919 14,995 14,944 1,839 2,851 

Klortetrasiklin 15,103 15,124 15,251 15,159 1,879 1,022 

Doksisiklin 16,458 16,493 16,507 16,486 2,132 1,135 
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Çizelge 5.9’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. Önceki 

pH degerlerine göre elüsyon sirasi degismistir. CTC ve MC birlikte elue olmuslardir. 

Sekil 4.34 ve Sekil 4.35’de görüldügü  yeterli ayirmaya ulasilamamistir. 

 

Çizelge 5.9 Tetrasiklinler için pH 4,000 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 

Doksisiklin 15,869 15,901 15,926 15,899 2,048 1,097 

 

Çizelge 5.10’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

Elüsyon sirasi bir önceki kosul ile aynidir. Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de görüldügü gibi 

ayirma yeterli degildir. MC ve CTC ikiz pik halinde gelmistir. 

 

Çizelge 5.10 Tetrasiklinler için pH 4,250 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  K α 

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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Çizelge 5.11’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

Elüsyon sirasi önceki iki kosul ile aynidir. Sekil 4.40 ve Sekil 4.41’de görüldügü gibi 

ayirma yeterli degildir. 

 

Çizelge 5.11 Tetrasiklinler için pH 4,500 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %25 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 

 

Çizelge 5.11’de, üzerinde çalisilan bilesikler, elüsyon sirasina göre verilmistir. 

Elüsyon sirasi, önceki üç kosuldan farklidir, DC, CTC’in önüne geçmistir. Sekil 4.43 

ve Sekil 4.44’de görüldügü gibi ayirma yeterli degildir. 

 

Çizelge 5.12 Tetrasiklinler için pH 2,500 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 
Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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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Çizelge 5.13 Tetrasiklinler için pH 2,500 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

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 
 

Metasiklin 14,117 14,109 14,089 14,105 
 

1,344 
 

4,283 
 

Doksisiklin 15,715 15,694 15,688 15,699 
 

1,609 
 

1,197 
 

Klortetrasiklin 17,491 17,471 18,219 17,727 
 

1,946 
 

1,210 
 

 

Çizelge 5.14 Tetrasiklinler için pH 2,750 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %23 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

KBr 6,668 6,681 6,656 6,668 - - 

Oksitetrasiklin 6,985 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 17,255 17,28 17,327 17,287 1,592 1,202 
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Çizelge 5.15 Tetrasiklinler için pH 2,750 ± 0,005 kosulunda, 25 mM fosforik asit 
içeren %24 (v/v) asetonitril-su ortaminda alikonma zamanlari ve seçicilik faktörleri 

 

Bilesik ismi tr1 tr2 tr3 trort  k α 

KBr 6,569 6,607 6,717 6,631 - - 

Tetrasiklin 7,692 7,429 7,563 7,561 0,140 - 

Oksitetrasiklin 7,966 7,564 7,425 7,652 0,154 1,100 

Metasiklin 13,059 13,149 12,969 13,059 0,969 6,909 

Doksisiklin 14,6 14,251 14,251 14,367 1,167 1,204 

Klortetrasiklin 16,412 16,168 16,372 16,317 1,461 1,252 

 

pH 2,75’de, %23 asetonitril derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun 

ayirma için uygun oldugu görülmektedir. Elüsyon sirasi oksitetrasiklin, tetrasiklin, 

metasiklin, doksisiklin, klortetrasiklin seklindedir. pH 2,75’de, %24 asetonitril 

derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulunun da ayirma için yeterli oldugu 

görülmektedir. Ancak elüsyon sirasi incelendiginde, tetrasiklinin oksitetrasiklinden 

daha önce elue oldugu görülmektedir. 

 

pH 2,50’de, %23 asetonitril derisiminde alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun ilk 

iki bilesigin ayrilmasi için  uygun olmadigi görülmektedir. Elüsyon sirasi 

oksitetrasiklin, tetrasiklin, metasiklin, doksisiklin, klortetrasiklin seklindedir. Ayrica 

ilk iki bilesigin kapasite faktörleri negatiftir. pH 2,50’de, %24 asetonitril derisiminde 

alfa degerleri incelendiginde, bu kosulun ayirma için yeterli oldugu görülmektedir. 

Elüsyon sirasi incelendiginde, %23 asetonitrildeki ile aynidir. 

 

Bu çalismada çizelgelerden görüldügü gibi 3 farkli asetonitril derisiminde, ayirmada 

optimum olacagi düsünülen iki farkli pH degerinde çalisilmistir. Her bir asetonitril 

derisimdeki  polarite parametresi ile log k degerleri, her iki pH degeri için çizelge    

5.16 ve çizelge 5.17’de verilmistir. Aralarindaki iliskiler ise her iki pH degeri için  

sekil 5.1’de ve sekil 5.2’de verilmistir. 
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Çizelge 5.16 pH 2,50’de tetrasiklilerin k ve log k degerleri  

 
Tetrasiklin OTC TC CTC MC DC 
ET

N 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 
 
ET

N 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 
 

Çizelge 5.17 pH 2,75’de  tetrasiklilerin k ve log k degerleri 

 
Tetrasiklin OTC TC CTC MC DC 
ET

N 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 
 
 ET

N 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 
 

0,884 0,886 0,888 0,890 0,892
-2,0

-1,8

-1,6

-1,4
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0,4
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g 

k
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Sekil 5.1 pH 2,75’de polarite parametresi ile log k degerleri arasindaki iliski 
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Sekil 5.2 pH 2,50’de polarite parametresi ile log k degerleri arasindaki iliski 
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5.1 Sütte Doksisiklinin Tayini 

 
HPLC yöntemi ile sütte doksisiklinin tayininde mobil faz olarak 25 mM fosforik asit 

içeren asetonitril-su ortami, %24 (v/v) kullanilmistir. ?=271 nm. ve akis hizi 0,8 

mL/dakikadir. pH taramasi çalismalari sonucunda, doksisiklinin kantitasyonun 

yapilabilmesi için mobil faz pH’sinin, 2,750 ± 0,005 oldugu kosulun en uygun kosul 

oldugu belirlenmistir. Çalisma grafigi için 0,227-0,453-0,906-2,718-3,624 ppm 

derisimlerinde standart çözeltiler hazirlanmis ve sivi kromatografi cihazina 20 µL 

miktarinda enjekte edilmistir. Bu standart çözeltilere ait piklerden hesaplanan alanlar, 

çizelge 5.18’de verilmistir.  

 

Çizelge 5.18 Dis kalibrasyon verileri 

 
Standart doksisiklin 

derisimi (ppm) 
Alan 

0,227  8072 

0,453  11542 

0,906  19282 

2,718  60607 

3,624  79465 

 

Bu veriler ile çizilen dis kalibrasyon grafigi sekil 5.3’de verilmistir. 
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Sekil 5.3 Doksisiklin için 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 özgü hesaplamalar dikkate alindiginda;  

metodun standart sapmasi (sx0),   
Egim
SD

sx =
0

 

varyasyon katsayisi (CV),             1000 x
x

s
CV X=   

oldugundan, metodun standart sapmasi 0,066 ve varyasyon katsayisi 4,16 olarak 

bulunur. Bu yöntemde doksisiklin için dedeksiyon limiti 0,1 ppm’dir. 

 

Bu çalismada geri kazanmanin belirlenmesi için, süt numunesi hazirlanirken süt 

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. Literatürlerde de tetrasiklinlerin proteinlere 

baglandigi ve geri kazanmanin düsük oldugu belirtilmektedir (Boatto vd., 1999; 

Schenk vd., 1998).  

 

Sonuç olarak sunlari söyleyebiliriz. Bilindigi gibi sivi kromatografide iyonlasabilen 

bilesiklerin ayrilmalarinda optimum pH kosulu pKa ± 1,5 araliginda pH etkisi 

incelenerek belirlenir. Bu çalismada öncelikle 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 

belirlenmesi IUPAC kuralina uygun sekilde yapilir. Bu çalismada da asetonitril-su 

ikili karisimina ait pH standardizasyonuna uygun sekilde mobil faz pH’si ayarlanmis 

ve her bir kosulda kapasite faktörleri, seçicilik faktörleri hesaplanmistir. Çalismada 

asetonitril derisimi %25 oldugunda pH 2,50 ve 2,75’in ayirma için uygun oldugu 

düsünülmüs ve bu iki pH degerinde asetonitril derisimi %23 ve %24 yapilarak 

polaritenin ayirmadaki etkisi üzerinde durulmustur. Tetrasiklinlerin birbirinden 

ayirimi ve doksisiklinin tayini için en uygun mobil fazin 25 mM orto fosforik asit 

içeren %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 için dis kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Burdur yöresinden alinan  

süt numunesinde ve bazi paket süt numunelerinde doksisiklin tayini çalismasi 

yapilmis, fakat bu numunelerde doksisiklin varligi saptanmamistir.  
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