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Ozet: Bu calismada, Tetrasiklin (TC), Klortetrasiklin (CTC) ve Oksitetrasiklin’in
(OTC) elektrokimyasal davranislart % 20; 30 ve 40 asetonitril-su karisimlarinda
hazirlanan Britton-Robinson (BR) tamponlarinda pH 1,5; 2; 2,5; 3 ve 4’te
diferansiyel puls voltametri yontemiyle incelenmistir. TC, CTC ve OTC'nin
voltametrik tayinleri molekiiler baskili (MIP) ve baskisiz (NIP) polimer modifiye
grafit elektrotlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Her iki tiir elektrot da doniistimlu
voltametri yontemiyle hazirlanmistir. Asetonitril-su orani ve pH'nin modifiye grafit
elektrodun performansi tizerine olan etkisi incelenmis ve optimize edilmistir. TC,
CTC ve OTC i¢in modifiye grafit elektrot ile en yiiksek anodik sinyaller %20
asetonitril-su karisiminda hazirlanan BR tamponu ile pH 2’de elde edilmistir.

Investigation of Electrohemical Behaviors of Some Tetracyclines Using Modified

Graphite Electrodes
Keywords Abstract: In this study, electrochemical behavior of tetracycline (TC),
Polypyrrole, chlortetracycline (CTC) and oxytetracycline (OTC) were investigated in 20; 30 and
Tetracycline, ) 40% acetonitrile-water mixture at the pH of 1.5; 2; 2.5; 3; 4 prepared Britton-
gl;l}g;tterg:;gﬁ::e' Robinson (BR) buffers, by the differential pulse voltammetric method. Voltammetric
Modified era hi'te determinations of TC, CTC and OTC were carried out using molecularly imprinted
graphnite,

Differential pulse

(MIP) and non-imprinted polypyrrole (NIP) modified graphite electrodes. Both
types of electrode were prepared by the cyclic voltammetric method. The effect of
the asetonitrile-water ratio and pH, on the performance of the modified graphite
electrode (MIP) was investigated and optimized. The highest anodic signals of TC,
CTC and OTC with modified graphite electrode were obtained in BR buffer solution
were prepared in 20% asetonitrile-water at pH 2.

birbirine benzeyen yar1 sentetik tiirevler olan
metasiklin, doksisiklin ve minosiklin gelistirilmistir

1. Giris

Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara
karst  kullamilan  (virlisler disindaki), cesitli
mikroorganizmalardan elde edilen veya sentez
yoluyla {retilen ilaclar ‘antibiyotikler’ olarak
adlandiriir.  ilk  antibiyotik olan  penisilinin

kesfedilmesinden sonra siilfonamidler de tedavide
yerini alarak pek ¢ok hastaligin iyilestirilmesinde
kullanilmistir [1]. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerden
ise kimyasal olarak ilk saflagtirilani klortetrasiklindir.
[2]. Kisa siire sonra diger dogal tetrasiklinler olan
oksitetrasiklin, tetrasiklin ve dimetilklortetrasiklin de
elde edilerek tedavide kullanilmaya baslanmistir.
Dogal tetrasiklinlerden sonra kimyasal yapisi

*[Igili yazar: bgurler@beun.edu.tr

[3].

Antibiyotik tedavisinde aranilan en onemli 6zellik
ilacin secici olmasidir, yani mikroorganizma hiicresini
tahrip  ederken,  konak¢i  hiicresine  zarar
vermemesidir. Bir antibiyotige duyarh
mikroorganizma tiirlerinin tiimiine o ilacin spektrumu
denir. Her antibiyotigin etki spektrumu aym degildir,
bazilar dar, bazilari da genis spektrumludur. Genis
spektrumlu  antibiyotiklere = 6rnek  kinolonlar,
silfonamidler ve tetrasiklinler verilebilir, bunlar
oldukea fazla mikroorganizmaya kars etkilidirler ve
bir¢ok enfeksiydz hastaligin tedavisinde kullanilirlar.
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Sekil 1. TC (a), CTC (b) ve OTC’nin (c) kimyasal formtilleri

Antibiyotik tedavisinde 6nemli olan diger bir 6zellik
de diren¢ olusmasidir. Mikroorganizmalarin tedavi
sirasinda bir antibiyotige karsi1 duyarliliginda azalma
goriilmesine direng denir [1]. Bu konudaki en biiyiik
endise, modern hayvancilik uygulamalarinda
antibiyotiklerin, tedaviden ¢ok hastalik 6nleme amach
kullanilmalar1  durumunda ortaya c¢ikmaktadir.
Tetrasiklinler, genis spektrumlu olma 6zelliklerinden
dolay1 veterinerlikte de yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler arasindadir. Bu nedenle de ¢ok sayida
hayvansal gida maddesinde kalintilarina
rastlanabilmektedir [4].

Tetrasiklin kalintilarinin belirlenebilmesi i¢in ¢ok

sayida kromatografik, spektrofotometrik,
potansiyometrik ve amperometrik yontemler
kullanilmistir. Tayin ve ayirmay1 iyilestirecek

alternatif bir yontem ise voltametrik yontemlerdir.

Molekiiler baskili polimer modifiye grafit elektrotlar,
kursun kalem ucu ylzeyinde piroliin
elektropolimerizasyonu yoluyla elde edilmekte ve
voltametrik yontemlerde calisma elektrodu olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler baskili polimerler, hedef
molekiile ya da yapisal olarak ilgili molekiile karsi
yuksek afinite ve segicilik gosteren capraz bagh
polimerlerden olusmaktadir. Bu materyaller eser
miktardaki analite dahi baglanmakta, benzer
fizikokimysal 6zellikleri gosteren diger bilesiklerin
varliginda bile yiliksek segicilik gosterebilmektedir.
Hazirlanmasi kolay, dayanikli, ucuz ve dis etkilere
kars: fiziksel ve kimyasal kararlili1 oldukea yiiksek
polimerlerdir.

Polipirol ¢esitli iletken polimer tipleri arasinda
“molekiler tanima sistemi” gibi ¢ekici bir 6zellige
sahiptir. Ayrica noétral pH'da kullanilabilmekte ve
cesitli elektrot materyalleri tizerinde kararh filmleri
rahatlikla polimerize olabilmektedir.

Bu c¢alismada, tetrasiklinlerin elektrokimyasal
davranislarinin diferansiyel-puls voltametri
yontemiyle incelenmesi i¢in polipirol bazli modifiye
grafit elektrotlar hazirlanmistir. Modifiye grafit
elektrotlar, molekiiler baskili ve baskisiz olmak tizere
iki tiirde ve doniisimli voltametri yontemiyle elde
edilmistir. TC, CTC ve OTCnin elektrokimyasal
davranislarinin belirlenmesi i¢in diferansiyel-puls
voltametrisi yontemiyle cesitli pH'larda ve farkh
asetonitril-su ortamlarinda hazirlanan BR
tamponlarinda ¢alisilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Cihazlar ve elektrotlar

Elektrokimyasal ¢calismalar yazilim programi GPES 4.9
olan Autolab/PGSTAT 302 N (Metrohm Autolab,
Hollanda) cihaz1i ile kaydedilmistir. Olciimler bes
boyunlu cam hiicrede ii¢ elektrotlu sistemle alinmistir.
Tim elektrokimyasal ¢alismalar 25°C ve azot
atmosferinde gerceklestirilmistir.

Polipirolle modifiye edilen hedef molekiil baskili ve
baskisiz grafit elektrotlar ¢alisma elektrodu, sulu
Ag/AgCl (3M) referans elektrot, Pt tel ise karsi elektrot
olarak kullanilmistir. Ortam pH’lar1 Seven Mettler
Toledo  Multi pH/iyon metre  kullanilarak
ayarlanmistir.

2.2. Kimyasallar

Lityum perklorat (ultra = %99,0), Sigma Aldrich; pirol
(2%97), potasyum hidrojen fitalat (2%99,5), sodyum
hidroksit (2%97), asetik asit (2%99,8), orto-fosforik
asit (%85), asetonitril (2%99,9) ve borik asit (%99,5-
100,5) Merck firmasindan temin edilmistir. Kullanilan
biitin kimyasal maddeler analitik safliktadir.
fletkenligi 18,2 MQ cm ultra-saf deiyonize su, Millipore
Milli-Q su aritma sistemiyle elde edilmistir.

2.3. Kullanilan elektrokimyasal yontemler
2.3.1. Doniisiimlii  voltametri  yo6ntemiyle
molekiiler baskili (MIP) ve baskisiz (NIP)

elektrotlarin hazirlanmasi

Calismada grafit elektrotlarin polipirol ile modifiye

edilmesinde  hedef  molekiill ile eszamanh
polimerizasyonun saglanmasi icin  doniisimlii
voltametri teknigi kullanilmistir.

Molekiiller baskisiz  polimer modifiye grafit

elektrotlarin hazirlanmasinda; 0,1 M pirol monomeri;
0,1 M lityum perklorat destek elektroliti iceren ¢esitli
ylzdelerdeki asetonitril-su karisimlarinin ¢ozeltileri
kullanilmistir.

Molekiiler baskili polimer modifiye grafit elektrotlarin
hazirlanmasinda; 0,1 M pirol monomeri; 0,1 M lityum
perklorat destek elektroliti ve 500 ppm TC ( TC, CTC,
OTC) iceren cesitli yiizdelerdeki asetonitril-su
karisimlarinin ¢ozeltileri kullanilmistir.
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Elektropolimerizasyon islemi grafit kalem ucu (HB,
¢ap1 0.7 mm, Tombo, Japan) elektrot yiizeyinin -0,6 V
ile +0,8 V potansiyel araliginda 100mV/s tarama
hizinda déntsimli voltametri ile 5 dongi [5-7]
alinarak polipirolle kaplanmasiyla
gerceklestirilmistir. Potansiyel araligin belirlenmesi
¢alismalarinda, potansiyel deger -0,6 V'dan +1,4 V’a
kadar, 0,1 V’luk araliklarla artirilarak denenmis ve
+0,8 V'dan daha yuksek degerlerde elektrot
kaplamalarinda bozulmalar gézlenmistir. Bu yiizden
uygun potansiyel araliginin -0,6 Vile +0,8 V araliginda
olmasina karar verilmistir [6,8,9,10].
Hazirlanan NIP ve MIP elektrotlara, 0,1 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisinde +0,8 V ile +1,2 V araliginda, 50
mV/s tarama hizinda 20 dongtlu [5,6,10] potansiyel
taramasit uygulanarak asir1 yiikseltgeme islemi
yapimistir.

Asin yiikseltgeme islemi polipiroliin iletkenliginin ve
elektroaktivitesinin azalmasina neden olmaktadir.
Uygulanan asiri ylikseltgeme islemi ile ayni zamanda
molekiiler olarak baskilanmis olan TC'lerin yapidan
uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Bu islem sonucunda
polipiroliin yapisina oksijen iceren tiirler katilmakta
ve polipirolde hedef molekiille 6zgii bosluklar
olusmaktadir.

2.3.2. Diferansiyel puls voltametri ydéntemiyle
tetrasiklin grubu bilesiklerin elektrokimyasal
davranislarinin belirlenmesi

TClerin elektrokimyasal davranislarinin belirlenmesi
islemi sirasiyla NIP ve MIP elektrotlar ile BR
tamponlarinda  diferansiyel puls voltametrisi
yontemiyle yapilmistir. DP voltamogramlari ¢alisilan
pH ve ortamdaki (% asetonitril-su karisim orani) BR
tamponunda hazirlanan 25 mM tetrasiklin (TC, CTC,
OTC) c¢ozeltilerinden 0,05-10 mM aralhigindaki
derisimlerin hiicreye eklenmesiyle kaydedilmistir.
TC’lerin elektrokimyasal davranislar1 %20, 30 ve 40
asetonitril-su karisimlarinda ve farkli pH degerlerinde
(1,5, 2; 2,5, 3 ve 4) hazirlanan BR tamponlari
kullanilarak incelenmistir.

3. Bulgular

3.1. Asetonitril-su oraninin
davranis iizerine etkisi

elektrokimyasal

Tetrasiklinlerin elektrokimyasal davranisi iizerine %
asetonitril-su karisim oraninin etkisini incelemek icin
%20, 30 ve 40 asetonitril-su karisimlarinda BR
tamponlar1 hazirlanmistir. Calisilan ti¢ adet tetrasiklin
grubu bilesigin maksimum yiikseltgenme akimlarinin
gozlendigi ortam %20 asetonitril-su karisiminda
hazirlanan BR tamponunda olmustur [10].

3.2. Elektrokimyasal
etkisinin incelenmesi

davranis iizerine pH

Tetrasiklinlerin elektrokimyasal davranisi tizerine pH
etkisinin incelenmesi i¢in yukarida bahsedilen %20,

30 ve 40 asetonitril-su karisimlarinda hazirlanan BR
tamponlari 1,5; 2; 2,5; 3 ve 4 olmak tizere farkli pH’lara
ayarlanmistir. pH 1,5’te yapilan ¢alismalarda yiiksek
akim degerleri kaydedilse de, ortamin ¢ok asidik
olmas1 ve madde yapisinin bu ortamda bozulmasi
nedeniyle sonuglarin dogru ve tekrarlanabilir
olmadig1 saptanmistir. Hazirlanan farkli ortamlardaki
calisma sonuglarina gore tim yizdelerdeki pH
taramalarindan pH 2 en yiiksek akimin elde edildigi
ortam pH1 olarak; %20 asetonitril-su karisimi ise
optimum BR tamponu ortami olarak saptanmistir
[10].

% Asetontril-su karisiminin ve pH’'nin modifiye grafit
elektrotlarin akim cevaplar1 iizerine etkisinin
incelendigi c¢alismalardan ¢izilen derisim-akim
grafikleri asagidaki sekillerde verilmis, ayrica elde
edilen sonuglar Tablo 1.’de gdsterilmistir.

TC-pH 2-% asetonitril-su karisim oranlan

=220 asetonitril-su

3.50F-04- —8=%30 asetonitril-su
. 450B-0H —4+—%40 asetonitril-su
2
£ 350B-04
E -
< 250E-4
1.50E-04
3. 00E-03
SOES, s g s 6 7 8 9 10
Derisim (mM)
(a)
CTC-pH 2-% asetonitril-su karisim oranlar
—+— .20 aselonitril-su
135E03 4 —8— %30 asclonitril-su
LOSED3 - —4— %dl) asctonitril-su
z
: 8. 10E04 <
< SJ0EDH
270E04 4
0.00E+00 T > P v
{1 | 2 3 4 3 [ 7 b 4 10
Derisim (mM)
(b)
OTC-pH 2-% asetonitril-su oranlar
=920 aselonitril-5u
8.50E-04 - —a %30 asetonitril-su
6.80E-04 4 —i— %40 asetonitrilsu
<.
z 5. 10E-04 4
kri
< 3 40E-04 4
1.TOE-04 4 /__.__.__/.—’4__.
0.00EHN ’ . 4 T T T T T 4 T ]
0 | 2 3 4 5 [ 7 8 9 10

Derisim (mM)

()
Sekil 2. TC (a), CTC (b) ve OTCnin (c) % asetonitril-su
karisim oranlarindaki karsilastirma grafikleri
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% 20 asetonitril-su-TC-pH 2; 2,5; 3; 4-MIP

—4—pH 2
6,00E-04 7 —=—pH 2.5
5.00E-04 PZ"

z —pH4

= 400E-04 4

E 3.00E-04 4
2.00E-04 4
1LOODE-(4 4
0.00E+0) ey,

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Derisim (mM)
(@)
%o 20 asetonitril-su-CTC-pHl 2: 2,5; 3; 4-MIP
130E-03 4 —e—ph2
—a—pH 235
LO3E-03 4 —a—pH 3

. 3 —%pH4

2 B00E-4

é 5.506-04 1
3.00B-04
p_— _z_g;—a_‘/*/_:\' |

-2.00E-04 O 1 2 3 4 5 6 7
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(b)
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9.00E-04 e pH 2
—8— pH 25|

7.50E-04 —a—pH 3

§- 6.00E-04 pH A
H]

= 4S0E-04
3.00E-04
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0.00E+00 4 — ¥ + v v T—— T !

0 1 2 3 4 5 6 708 9 10
Derisim (mM)
(0

Sekil 3. TC (a), CTC (b) ve OTC (c) icin %20 asetonitril-su
karisiminda pH taramalari

Tablo 1. TC, CTC ve OTC i¢in elde edilen optimum calisma
ortamlari

Optimum Asetonitril-su

Bilesik oram (%) Optimum pH
TC 20:80 2,0
CTC 20:80 2,0
OTC 20:80 2,0
Yapilan uygun c¢alisma ortamimin ve pH'nin

belirlenmesi c¢alismalarina gére en uygun calisma
ortaminin % 20 asetonitril-su karisimindaki pH 2 BR
tampon ¢ozeltisi oldugu belirlenmistir.

Bulunan optimum ortamlarda her ¢ antibiyotik icin
derisim taramalar1 yapilmis ve derisim arttik¢a
Olciilen akim degerlerinin de arttigl goézlenmistir.
Artan derisime karsi elde edilen akim degerlerinin
voltamogramlari Sekil 4.’te verilmistir.

Ayrica MIP ve NIP elektrodun segiliginin belirlenmesi
icin asir1 yiikseltgenen her iki tiir elektrotla optimum
deney sartlarinda alman  o6lcim  sonuglar
karsilastirilarak hangi tiir elektrodun tetrasiklin
grubu bilesiklere karsi daha duyarli ve segici
davrandig tespit edilmis ve tetrasiklinlerin molekiiler
baskilandig1 polipirol modifiye grafit elektrotlarin
baskisiz elektrotlara gore daha secici ve duyarl

oldugu belirlenmistir. MIP elektrotlarin daha segici
ozellik gostermelerinin nedeni, asir1 ytkseltgeme
sonucu yaplya giren oksijen iceren tiirlerin sayesinde
katyonik yuklerin azalmasi ve bdylece polipirol
filmlerinin ila¢lar gibi katyonik tiirlere karsi secici hale
gelmeleridir. MIP elektrotlarla elde edilen pik akim
degerlerinin NIP elektrotlara gore daha ytliksek olmasi
MIP elektrotlarin katyonik formdaki TC’lere karsi
daha duyarli oldugu sonucunu dogrulamaktadir.
Sonuglar Sekil 5.’te karsilastirmali olarak verilmistir.

TC- pH 2 %20 asetonitril-su BRT-MIP
14E-5
12E5
1,0E-5
8,0E-6
6,0E-6
4,0E-6

2,0E-6
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1,7€-21

-2,0E-6

-4,0E-6

-6,0E-6
-8.0E-6
-1,0E-5

-1,26-5
L L I o B B B B B I N R

10 1.1 12

o <||.AH|\\|H\|H|\\\|H|H\|\\|H\|H|\\\|\\|H\\lH||H|\\||H|H|\\\u
w

06 07 08 09
Potential (V)

()
CTC- pH 2 %20 asetonitril-su BRT-MIP

1.2E-5
1.0E-5

8,0E-6 W — 2mm
W — 3mM

W —— smM
6,0E-6

4.0E-8

Current (4)

2,0E-6

8,5E-22

-2,0E-6

-4,0E-6

SRR NN NERRE A RRERR RN EE R AEREE NN RS R REE P

-6,0E-6
T U [T [

a5 0.6 0,7 1.0 1.1 1,2

0.8 0,9
Potential (V)

(b)

OTC-pH 2 %20 asetonitril-su BRT-MIP

-
=)
m
)
i

9,0E-6

B8.0E-6

7.0E-6
6.0E-6
W —1mM
Vv —z2mM
W —3mmM

5,0E-6

40E-6

3,0E-6

2,0E-6

Current (A)

1,06-6
0,0E+0
-1,0E-6

-2,0E-6

-3,0E-6

‘ e e B
O'sputentua:jf\gn
()
Sekil 4. TC (a), CTC (b) ve OTC (c) icin MIP elektrotla farkh
derisimlerde alinan diferansiyel puls voltamogramlari
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TC-pH 2 %20 asetonitril-su BRT-MIP ve NIP
1
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CTC- pH 2 %20 asetonitril-su BRT-MIP ve NIP

1
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= ]
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5] 7
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(c)
Sekil 5. TC (a), CTC (b) ve OTC (c) i¢in MIP ve NIP elektrodun
diferansiyel puls voltamogramlarinin karsilastirilmasi

TC, CTC ve OTC standartlari ile yapilan 6l¢iimlerden
elde edilen tayin limitleri ve ylizde geri kazanimlar

asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo. 2 TC, CTC ve OTC i¢in tayin sonuglari

Bilesik (51(1)13) (];:(1)13) %BSS Kaza(r;l(:ll; (%)
TC 0011 0,037 0,67 96,3
CTC 0,014 0,047 0,82 93,7
OTC 0,012 0,040 0,74 95

4. Tartisma ve Sonug¢

TC, CTC ve OTCnin elektrokimyasal analizlerinin
yapilabilmesi  icin = dncelikle  elektrokimyasal
davranislarinin belirlenmesi gerekmektedir. TC'lerin
elektrokimyasal davranislarinin incelenmesi
asamasinda ilk olarak elektropolimerizasyon
yontemiyle grafit kalem uclar1 polipirol filmler ile
kaplanmis ve TClerin eszamanli  molekiiler
baskilandigi polipirol modifiye grafit elektrotlar ve
baskisiz  elektrotlar gelistirilmistir. Hazirlanan
polipirol  filmlerine asir1  yiikseltgeme islemi
uygulanmistir. TC'lerin elektrokimyasal davranislari
cesitli ylizdelerdeki asetonitril-su karisimlarinda ve
farkh  pH’larda  hazirlanan BR  tamponlar
ortamlarinda incelenmistir.

Hazirlanan modifiye grafit elektrotlar kullanilarak
TC’lere karsi seciciliklerinin kiyaslanabilmesi icin TC
standartlarinin analizi yapilmistir. Asir ylikseltgenen
her iki tiir elektrotla yapilan ¢alismalardan hangi tir
elektrodun tetrasiklin grubu bilesiklere karsi daha
duyarli ve secgici davrandigl tespit edilmigtir.
Tetrasiklinlerin molekiiler baskilandig1 polipirol
modifiye grafit elektrot olan MIP ve baskisiz elektrot
olan NIP elektrodun verdikleri akim cevaplari
karsilastirildiginda MIP elektrodun tetrasiklinlere
kars1 daha duyarli oldugu ve yiiksek secicilik
gosterdigi belirlenmistir [10].

TC grubu antibiyotikler icin bu yoéntemle elektrot
hazirlama calismalarina literatiirde rastlanmamistir.
Elektrot hazirlama asamasinin ¢ok Kkisa olmasi,
modifiye grafit elektrodun tek kullanimlik olmasi ve
pek cok modifiye elektrodun iliretilmesine izin vermesi
gibi avantajlar1 olan bu yontem, diger pek ¢ok analitik
yonteme TUstiinlik saglamaktadir. Elektrokimyasal
olarak TC, CTC ve OTC baskili polipirol filmlerinin
sensor olarak kullanimi gerceklestirilmistir. TC'lerin
herhangi bir 6n isleme gerek duyulmadan ve diisiik
maliyetli elektrokimyasal tayinlerinin yapilabilirligi
gosterilmistir.
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