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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SEFUROKSIM AKSETIL’iN UV-SPEKTROFOTOMETRI,
AKIS ENJEKSIYON ANALIZi VE YUKSEK BASINCLI SIVI
KROMATOGRAFISi YONTEMLERI ILE TABLETLERDEKI

MIKTARININ TAYINi

NAFiZ ONCU CAN

Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitilsii
Analitik Kimya Anabilim Dah

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Goksel ALTIOKKA
2002

Bu cahiymada, Sefuroksim aksetil’in tablet formiilasyonlarindaki
miktarinm tayini icin UV-spektrofotometri, akis enjeksiyon (AE) ve fotodiyot
dizisi dedektorlii yiiksek basingh sivi kromatografisi (YBSK) tekniklerinin
kullamldigy ii¢ farkh yontem tanitilmaktadir. Farklh analitik kosullar
kullanilarak gerceklestirilen deneyler sonucunda her ii¢ yontemin de
giivenilir, dogrulugu ve tekraredilebilirligi yiiksek, hizli ve pratik yontemler
oldugu kamtlanmistir, YBSK analizinde maddeyi olusturan iki
diastereoizomerin ayirmmi ve tayini basarryla saglanmis, i¢ standart (IS)
kullanim ile analizlerin gecerliligi kesinlestirilmistir. Yontemler sefuroksim
aksetil iceren tabletlere uygulanmis ve sonuglarin farmakopelere uygunlugu

tartistimistir.

Anahtar Kelimeler: Sefuroksim aksetil, miktar tayini, diastereoizomer,

YBSK
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

DETERMINATION OF CEFUROXIME AXETIL BY UV-
SPECTROPHOTOMETRY, FLOW INJECTION ANALYSIS (FIA) AND
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

NAFIZ ONCU CAN

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
Department of Analytical Chemistry

Supervisor: Ass. Prof. Goksel ALTIOKKA
2002

Three different techniques for the determination of céfuroxime axetil
in tablet formulations using UV-spectrophotometry, flow injection analysis
(FIA) and high performance liquid chromatography (HPLC) with diode-
array detection are presented in this study. According to the results of the
experiments performed under different analytical conditions it was proven
that all of the procedures used in this study were reliable with high accuracy
and repeatability, rapid and practical. The separation and the determination
of two diastereoisomers of cefuroxime axetil were successfully performed and
using an internal standard provided the validity of the method. The methods
were applied to tablets containing cefuroxime axetil and the suitability of the

results to the pharmacopoeia was evaluated.

Keywords: Cefuroxime axetil, determination, diastereoizomer, HPLC
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1. GIRIS VE AMAC

Sefuroksim aksetil (SFA) 2. kusak sefalosporin grubuna ait ilaglardan olup
gliclii antibakteriyel etkisi nedeniyle genis kullanim alam bulmaktadir [1].

SFA ile ilgili dogrudan miktar tayinine yonelik ¢aligmalar oldukga
smurlidir. Cogunlukla sefuroksim ve sefuroksim sodyum ile ilgili ¢aligmalara
rastlanmaktadir. .

Sefuroksim'in miktar tayinine yonelik yiiksek basmelt sivi kromatografisi
(YBSK) [2-9], UV-spektrofotometri ve YBSK’nin birlikte kullamldigi [10],
spektrofotometri ve atomik absorbsiyon spektrofotometrisinin birlikte kullanildig:
[11], spektroflorometri [12], miselsi elektrokinetik kapiler kromatografisi
(MECC) [13], MECC ve kapiler elektroforezin birlikte kullamildig: [14], kapiler
elektroforez [15], polarografi [16] yontemlerine rastlanmugtir.

Bu c¢aligmada, SFA’'min bazi ydntemleri kullanarak kargilastirmali
incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, SFA’nin UV-spektrofotometri, akig
enjeksiyon analizi (AEA) ve YBSK teknikleri ile farmasotik preparatlardaki
miktarmin tayini gergeklestirilmigtir. YBSK deneylerinde tekraredilebilirligi ve
duyarhlig: artrmak amaciyla i¢ standart (IS) teknigi kullamlmis, IS olarak da
indapamid’in uygun oldugu bulunmugtur. Ayrica SFA’nin UV-spektrofotometrik
yontemle spektral 6ze11ikleri de arastirilmastur.

AFEA sisteminde akig luzi, pH ve derigimin pik alanlar1 ve pik yiikseklikleri
ile iligkisi incelenmistir. Ayrica YBSK teknigi ile SFA’y1 olusturan iki
diastereoizomerin de en iyi sekilde ayrilmasi igin gereken hareketli faz, akig hizi,
dalgaboyu gibi parametreler incelenerek optimum kosullar belirlenmigtir.

Her ii¢ yontem i¢in uygulanan islemlerin farmasotik preparatlardaki SFA
miktarinin  tayini igin uygulanabilirligi arastirilmig, elde edilen sonuglar

istatistiksel agidan degerlendirilerek yontemin gegerliligi tartisimustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Sefuroksim Aksetil’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

SFA, iki diastereoizomerden olusan ve kimyasal yapi formiilii (1RS)-1-
[(asetil) oksi] etil (6R,7R)-3-[(amino karbonil oksi) metil] -7- [[(Z)-2- (furan -2-
il)-2-(metoksi imino) asetil] amino]-8-okso-5-tiya~1-azabisiklo-[4.2.0] okt-2-en-2-
karboksilat olan bir bilesiktir. A¢ik formiilii Sekil 2.1 de verilmektedir.
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Sekil 2.1. Sefuroksim aksetil’in kiniyasal yapisl

Kapali formiilii C;0H22N4010S olup molekiil agirligi 510.48 dir. Beyaz
renkli, acimsi tada sahip, amorf yapida pudramsi gériiniimliidiir. Metanol, etil
asetat ve asetonda c¢ok; su, etanol (%96) ve eterde az ¢oziiniir. Hava gegirmeyen
kaplarda, 25 °C’yi gegmeyen sicaklikta ve 1giktan korunarak saklanmalidir [17].

2.2. Sefuroksim Aksetil’in Farmakolojisi ve Etki Mekanizmast

SFA, antibakteriyel etkiden sorumlu ¢ekirdek kisminda beta-laktam
halkas1 igeren sefalosporinlerden 2. kugak bir antibiyotik olan sefuroksim'in oral
olarak kullanilan 6n-ilacidir [18].

Barsak mukozasinda ve portal dolagim esnasmnda hidroliz olarak

sefuroksim'e doniigiir [19].



Sefalosporinlerin gerek mide asidine dayaniksiz olmalar1 gerekse
emilimlerinin iyi olmamas: nedeniyle parenteral kullammlarmin tercih edilmesine
karsin SFA oral yolla kullamlabilmektedir [18].

Sefuroksim, etkisini bakteri hiicre duvari sentezini engelleyerek ve otolitik
enzimleri uyararak gostermektedir. Sefuroksim, diger sefalosporinler gibi beta-
laktamazlara kars1 oldukga direnglidir ve ozellikle Escherichia coli, Klebsiella
spp., Proteus mirabilis, Moraxella subgenus, Branhamella catarrhalis, Neisseria
gonorrhaeae, Streptococcus spp., Staphylococcus spp. ve Haemophilus influenzae
tizerine oldukea iyi etkinlik gosterir [20].

Bunun yaninda genel olarak ampisiline direngli suslar da dahil olmak
iizere tiim suglara kar$1 iyi etkinlik gostermektedir. Gram pozitif koklara 1. kusak
sefalosporinler kadar etki gostermekte ve bu nedenle Gzellikle alt solunum yolu
enfeksiyonlarinda tercih edilen sefalosporinler arasinda yer almaktadir [21].

Sefuroksim plézma proteinlerine %50’ye varan oranlarda baglanmaktadir
ve bobrek yetmezligi halinde dozun ayarlanmasi gerekmektedir [22].

Yapilan g:ahsnialarda, sistematik dolasimda SFA’ya rastlanmadigi, idrar
ornekleri baz alinarak yapilan biyoyararlanim testlerinde yemekten dnce alman
SFA’dan %30 oranmda biyoyararlanmim elde edilirken yemekten sonra alindigmda
bu oranin %40-50 dolaymda oldugu tespit edilmistir [23].

Baska bir caligmada, disi bireylerdeki biyoyararlammin erkek bireylere
oranla %3-4 oraninda diisiik oldugu bulunmustur [24].

Yapilan bagka bir calismada SFA’nin inflamasyon bélgesine gegisinin
%92 ve serum yarilanma émriiniin 1.25 saat oldugu belirtilmistir [25].

Bu 6ze11iklerihin yam sira SFA’nin glomertiler filtrasyon ve tiibiiler
sekresyon yoluyla atildig1 ve bu yolun sefalosporinlerin genel atilim prensiplerine

uydugu da belirtilmektedir [26].
2.3. Sefuroksim Aksetil Ile Gergeklestirilen Cahsmalar
Piva ve arkadaslar1 [2], Sefuroksim’in plazmadaki miktarii YBSK

kullanarak tayin etmislerdir. Sefuroksim’in ekstraksiyonu, kat1 faz ekstraksiyonu

ile gerceklestirilmistir. IS olarak benzer yapida bir molekiil olan sefazolin



kullamlmigtir. Hareketli faz olarak (pH 2.7, 20 mM KH,POj, : asetonitril) (80:20)
secilmigtir. Kati faz ekstraksiyonunda kartuglar (Ci;s, 3 mL, 200 mg) 3 mL
metanolii takiben 3 mL su gegirilerek aktive edilmistir. 1 mL plazmaya 100 pL
sefazolin (IS) (40 pg/mL, H,O) ve 100 pL %34 H;PO, ilave edilmis ve bu
karisimin 600 ul’si kartuga gonderilmigtir. Kartug, 3 mL su ile yikandiktan sonra
sefuroksim ve IS asetonitril:su (90:10) karisimmn 800 pL’si ile seyreltilmistir. Elde
edilen ¢ozeltinin 35 °C’de azot gazi varliginda kurutulmasindan sonra kalmti
tekrar pH 3’deki 200 pL H3PO,’de ¢oziilmiis ve 100 pL’lik hacimler halinde
YBSK sistemine enjekte edilmistir. Dedeksiyon 274 nm’de UV dedektorle
yapilmugtir. Kalibrasyon egrisi i¢in, 1 mg/mL’lik sefuroksim ¢6zeltisi hazirlanmig
ve su ile 200 pg/mL derisime sahip olacak sekilde seyreltilmistir. K6r plazma
Ornekleri ise 8 farkli kaynaktan alinmis ve galisma ¢ozeltisi ile 0.1-200 pg/mL
olacak gekilde seyreltilmistir. Serumlar analiz zamanmna kadar -36 °C’de
saklanmugtir. Yontem i¢in LOQ 0.1 pg/mL, LOD 0.05 pg/mL olarak bulunmustur.

Al-Said ve arkadaslarl [3], sefuroksim’in iki ayr1 farmasétik formu olan
Zinnat® ve Cefuzime®in miktar tayinini YBSK ile yapmuslar ve biyoesdegerlik
calismasini gerc;eklesﬁrmiﬂerdir. Yapilan analizde 6rneklerin hazirlanmas: ic¢in
400 pl plazma 1.5 mL’lik mikro santriflij tliptine alnmtg, 100 uL IS (sefaleksin
100 pg/ml) ve 100 pL %12.5 derisimdeki trikloroasetik asit ilave edilerek
santrifiij edilmigtir. Ustteki berrak kistm almarak 50 pL’si enjekte edilmistir.
Kromatografik aywim Supelcosil LC-18DB (5 pm, 4.6x150 mm) kolon
kullamilarak 2.0 mL/dk akis hizinda gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak 0.05
M pH 3.0 KH,POj4:asetonitril (90:16) kullanilmigtir. Dedeksiyonlar 280 nm’de
UV-dedektor kullamilarak gergeklestirilmistir. Analiz siiresi ortalama 12 dakika ;
stirmiis ve LOQ degeri 0.25 pg/ml olarak bulunmusgtur.

Tsai ve arkadaglar1 [4], mikrodializ ile rat beynindeki ve kanmndaki
sefuroksim miktarm: YBSK kullanarak tayin etmiglerdir. Beyinden perflizyon igin
1 mL/dk akis hizinda Ringer ¢ozeltisi (147 mM Na*, 2.2 mM Ca*, 4 mM K*, pH
7.0) kullamlmustir. Kan dialisatlar,, kesintisiz enjeksiyon ile kromatografik
sisteme gﬁnderilmist;r. Beyin dialisatlar1 ise biriktirildikten sonra 10 pL’lik
hacimlerde enjekte edilmistir. Kromatografik yontemde ise lizerinde 10 pL’lik
loop bulunan ters faz 351v1 kromatografisi sistemi kullanilmistir. Analizler icin 280



nm’deki UV dedektér kullamlmigtir. Hareketli faz olarak pH 5’e¢ ayarlanmig
metanol:100 mM monosodyum fosforik asid (25:75) sistemi kullamlmig ve 0.05
mL/dk akis hizinda kolona génderilmigtir. Hareketli faz karigmm 0.22 um ¢aph
milipor filtreden gegirilmis ve igerisindeki oksijen uzaklagtirilmigtir. LOD degeri
5 ng/mL olarak tespit edilmigtir.

Rosseel ve ;arkadaslarl [5], bronkoalveoler lavaj sivisinda YBSK
yontemiyle sefuroksim miktarini tayin etmislerdir. Bronkoalveoler lavaj (BAL)
swvisy, glinde 500 mg SFA kullanan hastalardan fiberbronskopi sonrasinda almmas,
10 dakika 1150 rpm’de (4 °C) santrifiij edildikten sonra iistteki berrak kisim -70
°C’de saklanmugtir. Ekstraksiyon yonteminde BAL sivis1 rnekleri (200-400 pL)
pH 6’daki 1 mL 0.05 M sitrat tamponu ile seyreltilmis ve 0.02 M pH:6 fosfat
tamponundaki 30 pL (30 ng) sefaloridin IS olarak bu ¢ozeltiye ilave edilmigtir.
Cis kartuslar, 2 mL a.getonitril, 1 mL su ve 1 mL pH 6.0 0.05 M sitrat tamponu ile
wslatilmig ve BAL 6rnekleri vakumsuz olarak kartusa yiiklenmis ve siiziilmiigtiir.
Kolonlar daha sonra 1 mL 0.05 M pH 6 sitrat tamponu, 0.5 mL su, iki defa metil
tert-butil eter ve 3 defa da 1 mL asetonitril ile ykanmustir. Her bir yikama
arasinda kolonlar vakum altinda en az 1 dakika kurutulmugtur. Sefuroksim ve IS 1
mL metanol ile seyreltilmis ve c¢Ozeltiler azot gazi varhgmda 40 °C’de
ucurulmustur. Kalint1 55 pL hareketli fazda ¢6ziilmils ve 40 pL’si analitik kolona
enjekte edilmistir. Sefuroksim ve IS’nin stok ¢ozeltileri (1 mg/mL) 0.02 M pH 6
fosfat tamponunda hazirlanmis ve -70 °C’de saklanmistrr. Cozeltilerin 1 hafta
boyunca bozunmadigi goézlenmistir. Hareketli faz olarak asetonitril:0.05 M
amonyum fosfat tamponu pH 3.2 (15:85) kullamlmustir. UV dedektoriin
kullanildigi yontemde analizler 280 nm dalgaboyunda ve oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Sonug olarak sefuroksim’in 9.17 dakikada, sefaloridin’in ise
6.25 dakikada pik verdigi gozlenmistir. Yontemin LOQ degeri 5 ng/mL, LOD
degeri ise 1 ng/mL olarak hesaplanmustar.

Garrafo ve érkadaslan [6], SFA’nin oral kullammli iki farkh dozaj
formunun farmakokinetik ve farmakodinamik &zelliklerinin karsilastirdiklar:
¢alismada miktar tayinini YBSK kullanarak gergeklestirmiglerdir. Caligmada IS
olarak bir baska sefaio sporin grubu ilag olan sefaloridin kullamlmugtir. Elde edilen

serum Srneklerinin trikloroasetikasit varhginda coktiirtilmesinden sonra elde



edilen kisim 5 dk santriﬁij edilmis ve ust fazn 20 pL’si alinarak RP 18
Lichrospher 5 pm kolona enjekte edilmistir. Hareketli faz olarak 0.05 M fosfat
tamponu:asetonitril (85 :15) sistemi kullamlmig ve pikler 273 nm’de UV
detektorle bulunmustur. LOD degeri 0.06 mg/L olarak saptanmistir. Yontemin
0.1-10 mg/l. derisim araliginda dogrusallik gosterdigi belirtilmistir (r:1.00).
Gilini¢i ve giinlerarasi varyasyon katsayilari %35’in altinda bulunmusgtur.

Faouzi ve arkadaslar1 [7], sefaloridin, sefuroksim ve seftazidim’in %0.9
NaCl ve %5 glikoz g¢bzeltilerine ilave edilerek hastalara verilmesi esnasmdaki
dayanikliligim incelemi;;lerdir. Analiz i¢in YBSK sisteminin kullamildig
cahsmada sinyaller 254 nm dalga boyuna ayarh diode-array  dedektor
kullamloustr.  Analizler stiresince asetonitril : %0.2 trietilamin (pH:2.5)
bilesenlerinden, degiéik oranlarda olusturulmug 3 farklh hareketli faz denenmistir.
Akis hizlarmmn da ‘degiskenlik gosterdigi caligmada sefaloridin, sefuroksim,
seftazidim icin su551yla (23:77), (24:76), (9:91) oranlarinda hareketli faz
sistemleri ve 1.0, 1.0, 1.5 mL/dk degerlerinde akis hizlari kullamlmugtir. Alikonma
zamanlarinin sefaloridin i¢in 2.41 dk, sefuroksim icin 3.38 dk, seftazidim i¢in
1.93 dakika oldugu gozlenmisgtir.

Lovdahl ve arkadaslar1 [8], sefpodoksim’in chinchilla tiirii hayvanlarmn
ortakulak sivismdaki miktarmi1 YBSK ile tayin ederken sefuroksimi IS olarak
kullanmiglardir. Plaima ve diger biyolojik sivilarm YBSK’ya enjekte edilebilir
hale getirilmesi islefnlermde 50 pL’lik 6rnek tizerine 50 pL IS (sefuroksim, 40
pg/ml) ilave edefek tibe almmig ve 2 mlL asetonitril ile proteinleri
¢oktiriilmiistiir. Karigtrildiktan sonra 1500 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek
asetonitril baska bir ftﬁpe almmus ve 50 °C’de azot gaz1 varhgmda kurutulmustur.
Kalntt 75 uL hareketli fazla ¢oziilmis ve 25 pL’lik porsiyonlar halinde enjekte
edilmigtir. Hareke;tli faz olarak (25 mM asetat tamponu-15 mM
trietilamin):asetonitril (92.5:7.5) kullamimigtr. Akig hzi 0.35 mL/dk olarak
belirlenmis ve dedeksiyonlar 254 nm dalga boyundaki UV  dedektor ile
gerceklestirilmistir. fKolon olarak Hypersil Ci3 (250 x 2.1 mm, 5 um) kolon
kullanilmagtir. LOQdegeri 0.05 pg/mL, LOD degeri ise 0.02 pg/mL bulunmus ve
tutunma zamanlari éefpodoksim icin 3.5 dk, sefuroksim igin 5.9 dakika olarak

belirlenmigtir.



Lee ve arkadaglar: [9], sefuroksim, sefoksitin, sefaleksin ve sefaloridin’in
plazmadaki miktarmi YBSK kullanarak kolon degistirme yOntemiyle tayin
etmiglerdir. Bu amagla 254 nm’de UV dedekt6r kullamlmustir. Akis iz olarak
1.0 mL/dk segilmistir. Standart sefalosporin ¢6zeltileri suda hazirlanmig ve gerekli
seyreltmeler 0.01 M pH 3.5 asetat tamponu ile gergeklestirilmistir. IS olarak yine
bagska bir sefalosporin olan sefotaksim kullanilmigtir. Analitik islemler 3 asamada
gergeklestirilmistir. Birinci asamada 100 pL plazma ve 300 pL IS hareketli faz
olarak kullanilan 0.01 M pH 3.5 asetat tamponu ile seyreltilerek kolona enjekte
edilmigtir. Ikinci asamada yikama ¢ozeltileri atilarak kolonda tutunmus olan
bilesenler hareketli faz araciligiyla analitik kolona aktarilmistir. Ugiincii asamada
ise hareketli faz olarék kullamlan (asetonitril : pH 4.3 asetat tamponu) (15:85)
kullamlarak analizi yapilacak olan maddeler analitik kolonda ayrilmustirr. Bu
calismada tutunma z?manlarmm pH i distrtilmesi ve hareketli fazin iyonik
glictiniin artmasiyla orantili oldugu saptanmistir. [k asamada birincil kolon olarak
saflastirma islemleri 1<;m Corasil RPG 18 kolon kullanilmis, son agamada miktar
tayini i¢in analitik kolon olarak Partisil ODS-3 kolon kullanilmustwr. 25 pL’lik
plazma Ornekleri kolona enjekte edilmis, maddelerin gelis zamanlar1 Sefaleksin
6.2 dk, Sefotaksim 8.7 dk, Sefuroksim 10.3 dk, Sefoksitin 12.2 dk, Sefaloridin
17.3 dk. olarak bulunmustur. LOD degeri 0.5 pg/mL ve dogrusallik arahg 1 —
100 pg/mL olarak belirtilmigtir.

Eldingy ve arkadaglar1 [10], sefuroksim ve sefadroksil’in idrar i¢indeki
miktarmi 1. tiirev spektrofotometrisi ve YBSK kullanarak ger¢eklestirmiglerdir.
Caligmada adi gegeﬁ iki maddenin 1. tiirev 0.1 N NaOH icerisinde 2-10 pg/ml
derigim aralifinda sirasiyla 292.5 ve 267.3 nm dalgaboyunda dl¢iilmiistiir. YBSK
yontemi ise sefuroksim i¢in su:asetonitril:asetik asit (85:15:0.1) hareketli faz1 ile
1.5 ml/dk akis lzi kullamlarak; sefadroksil i¢in ise 0.02 M potasyum
dihidrojenfosfat-asetonitril (95:5) ile 0.003% (w/v) heksanstilfonik asit sodyum
tuzundan olusmus ve fosforik asit ile pH 3’e hareketli faz sistemi kullanilarak 2
mL/dk akis hizinda gerceklestirilmigtir. Tayinler sefuroksim igin 275 nm,
sefadroksil i¢in ise 260 nm dalgaboyunda UV detektér kullamilarak yapilmustir.
Caligmada sefuroksim'in 2-10 pug/mL, sefadroksilin ise 5-20 pg/ml arahiginda
dogrusal kalibrasyoﬁ egrileri verdigi saptanmigtur.



Ayad ve arkadaglar1 [11], sefotaksim ve sefuroksim sodyumun
spektrofotometri ve atomik absopsiyon spektrofotometrisi yontemleriyle miktar
tayinini yapmglardir. Spektrofotometrik metot, maddelerin pi-dondrii gibi
davranarak 7,7,8,8-tetrasiyanokiinodimetan (TSNK) ile veya pi-akseptorii gibi
davranarak p-kloranilik asit (p-KA) ile renk verme yetenegi yiiksek kompleksler
olusturmas: iizerine kuruludur. TSNK ve p-KA komplekslerinin 6l¢timi sirasiyla
838 ve 529 nm’de yapilmustwr. Sefotaksim ve sefuroksim sodyumun TSNK ile
olusturduklar1 kompleksler swasiyla 7.6-15.2 ve 7.1-20.0 pg/ml, p-KA ile
olusturduklar komplékslerin ise swrasiyla 95.0-427.5 ve 89.0-400.5 pg/ml derigim
arahifinda Beer yasasina uyum gosterdigi gozlenmigtir. Atomik absorbsiyon
spektrofotometrisi ile tayin yontemi ise adi gegen maddelerin alkali hidrolizinin
ardindan giimils nitrat ya da kursun asetat ile reaksiyonuna dayanmaktadr. Elde
edilen ¢okeleklerin icerigi, kursun ve glimiis miktar1 {izerinden dogrudan yada
reaksiyona girmeyen kursun ve giimiis miktar1 {izerinden dogrudan olmayan
yontemle tayin edilmigtir. Sefotaksim ve sefuroksim sodyumun, Ag(I)
kullanilarak yapllan}tayininde sirasiyla 1.9-11.4 ve 1.78-8.90 pg/ml, Pb(II)
kullamlarak yapilan tayininde ise swrasiyla 14.2-57.0 ve 13.3-53.4 ug/ml derigim
arahiginda Beer yasasma uyum gosterdigi belirtilmistir.

Murillo ve arkadaslar1 [12], sefuroksim’in farmasétik dozaj formlarindaki
miktarm: spektroflorometrik yontemle tayin etmisglerdir. Yontem, sefuroksim’in
0.1 M NaOH varhémdaki hidrolizini takiben 100 °C’de 60 dakika isitilmasi
sonucu meydana gelen floresan verici tlirevinin analizi fizerine kuruludur.
Floresan verici urunun 380 nm’de eksitasyon ve 436 nm’de emisyon verdigi
gozlenmigtir. Yc‘interh, pH 10.5 olacak sekilde fosfat tamponu ile ayarlanmis sulu
cozeltilere uygulanrrhgtlr. Kalibrasyon egrisi 0.05 — 1.70 pg/mL konsantrasyon
aralifinda dogrusalhk gostermektedir. LOD, 1.0x102 pg/ml olarak tespit
edilmigtir. Yontem SFA ve sefuroksim sodyum iceren farmasotik preparatlara
uygulanmstir.

Sciacchitano  ve arkadaglari [13], 5 farkhh sefalosporinin (sefuroksim,
sefaleksin, sefapiriri, sefamandol nafat ve sefalotiny MECC ile ayrimm
gerceklestirmislerdir. Analizler igin 72 cm x 50 pm ID kapiler kullanilmugtir. Ttim
analizler 30 °C’de hidfostatik enjeksiyonla gerceklestirilmistir. Uygulanan voltaj



306 V/em ve enjeksiypn zamani 5 saniye olarak belirlenmistir. Analitler 210 nm
dalga boyunda UV detektor ile dedekte edilmigstir. Sefalosporin ¢dzeltisi, 10’ar
mg’lik porsiyonlar ﬁalinde her bir sefalosporinin tartilarak 100 mL suda
¢oziilmesiyle elde edilmigtir. Calisma tamponu olarak 20 mM sodyum borat, 200
mM SDS, 100 mM pentansiilfonik asit karigmi kullanilmistir. G6¢ zamanlari
sefuroksim 13.5 dk, sefaleksin 18.5 dk, sefapirin 19.5 dk, sefamandol nafat 22 dk,
sefalotin 26 dakika olérak bulunmugtur.

Pajchel ve arkadaslar1 [14], 5 ayr1 sefalosporinin (sefuroksim sodyum,
sefazolin, seftriakson sodyum, sefoperazon sodyum ve seftizidim) kapiler zon
elektroforez (CZE) ve miselsi elektrokinetik kapiler kromatografisi (MECC) ile
ayrimu  gerceklestirmisglerdir. Caligmada her bir sefalosporinin suda 0.1-0.5
mg/mlL derigimdeki ¢ozeltileri hazirlanmugtir. CZE i¢in elektrolit ¢ozeltisi
Na,HPO, (3.12 g/L), sodyumtetraborat (7.63 g/L) ve MECC igin
sodyumdodesilsiilfat’tan (SDS) (7, 10, 14 g/L) olusturulmugtur ve pH 5-8’¢
ayarlanmustir. pH taramasinda, pH 6-7 aralifinda hem CZE hem de MECC i¢in
dogrusal bir grafik elde edilmis ve ¢aligma pH’1 6.5 olarak belirlenmigtir. Aletsel
parametreler olarak, dedeksiyon 214 nm’de UV dedektorle, ayirim da 60 cm x 75
pm ID kapilerde gerceklestirilmistir. Uygulanan voltaj 18 kV olarak
belirlenmistir. Ayirimin daha iyi saglanabilmesi igin 3. ¢esit elektrolit olarak
sisteme ayrica 17.4 g/L pentansiilfonik asit eklenmis ve aywrmm bu sistemde
gerceklestirilmigtir. Bu ilave, 6zellikle sefuroksim ve sefazolinin ayrimini
kolaylastirmugtir. Ortama SDS ve pentansiilfonik asit ilavesi ile MECC sisteminde
aywrmmn tam olarak saglandigi goriilmiistiir. Go¢ zamanlarinin ise seftazidim i¢in
7.4, sefaperazon i¢in 7.7, sefotaksim igin 8.0, sefuroksim igin 8.3, sefazolin igin
8.4, seftriakson i¢in 11.1 dakika oldugu gézlenmistir.

Lin ve arkac}laglan [15], tampon pH’si, tampon derisimi ve tampon
elektrolit miktarinin gd¢ davramsi iizerine etkisini kapiler elektroforez ile
incelemigler ve 12 farkh séfalosporinin fosfat, sitrat, ve 2-(N-
morfolino)etansulfonat (MES) tamponlarindaki aymrimm gerceklestirmislerdir.
Caligmalar sonucunda tampon pH’sinin belirleyici etkisinin yaninda tampon
derisiminin de ozellikle sefuroksim ile sefazolin, sefaleksin ile sefaklor,

sefotaksim ile sefépirin’in ayriimasinda onemli rolii oldugu bulunmustur.
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Sefalosporinlerin sitrat ve MES tamponlarindaki elektroforetik ve elektroozmotik
hareketliliginin fosfat; tamponu ile elde edilenlere gore belirgin derecede farkl
oldugu bulunmugtur. Sitrat tamponu ile yapilan deneylerde en uygun derigim
aralig1 35-45 mM gibii dar bir alan olarak tespit edilirken MES tamponu kullanilan
deneylerde bu aralik 300mM’a kadar ¢ikmaktadir. 12 sefalosporinin tamammin
degisik tampon sisterfﬂeri kullanlarak aywrimi saglanmistir. Fakat sitrat ve MES
tamponlar1 ile gergekleg,tirilen aymmim fosfat tamponu ile gergeklestirilenden
daha iyi sonuglar verdigi goriilmiigtiir. Sitrat tamponu ile pH 5.0°in altinda yapilan
ayirimlarda elektrofoﬁetik hareketin elektroozmotik harekete biiylik istlinliigiiniin
olmasina ragmen baz1 sefalosporinler dedekte edilememistir.

Bernacca ve arkadaglar1 [16], sefuroksimin pH 1.0-10.0 arab@mdaki
polarografik davram;$1m ve asidik ortamdaki indirgenme mekanizmasini
incelemiglerdir. Madde asidik ortamda kuvvetle adsorbe edilirken nétral ve alkali
¢cOzeltilerde elektrot ireaksiyonu adsorpsiyondan etkilenmemistir. Metoksiimino
grubunun asidik ortamdaki amin tiirevinin kinetik davramigmin da incelendigi
calismada tiim elektrot siireci heterojen bir protonlama basamagi tarafindan
kontrol edilmistir. Diferansiyel puls yontemiyle pH 2.0 dolaymda yiiksek
adsorptivite sebebiylé 1x10® M derisimde analiz yapilmasmim miimkiin oldugu

vurgulanmugtir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

SFA (1\/IA=51j0.48) Fako Ilag AS, IS olarak kullamlan Indapamid
(Ma=365.84) ise Sanovel ilag AS firmasmdan elde edilmigtir. Yontemlerin,
SFA’nin tablet formﬁlasyonlarma uygulanmasi esnasinda Deva Ilag AS firmasi
tarafindan tiretilmis olan Cefaks® (250 mg) Tablet kullamlmstr.

Gradient grade metanol (CH;0H), asetonitril (CH3;CN), potasyum
dihidrojenfosfat (KH,PO,), potasyum hidroksit (KOH), o-fosforik asit (H;POg)
Merck Co. firmasinin iriintidiir. Bidistile su tiimityle camdan olugan sistem ile
laboratuarimizda hazirlammgtlr.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Maddenin spéktrofotometrik analizi Shimadzu marka UV-2401PC model
¢ift 151k yollu UV-spektrofotometre ile yapilmustir. Veriler UVPC Personal
Spectoscopy Soﬂwaré Version 3.7 programi ile iglenmistir.

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi1 asamasinda, ¢ozeltilerin hedeflenen
pH’a ayarlanmasi Sﬁrechde WIW marka Multiline P4 model pH-metre
kullantilmastir.

Tablet analizleri esnasinda ¢ozeltilerin icerdigi ¢oziinmemis safsizliklarn
¢oktiiriilmesi amaclyjla Sigma marka 1-6 model santrifiij aleti kullanilmugtir.

AEA analizi i¢in Rheodyne (Cotati) enjeksiyon tablasi tizerinde 20 pL’lik
loop tastyan Shimacizu marka LC-6A model pompa kullamlnugtir. Maddeye ait
sinyaller Shimadzu marka SPD-10A UV-VIS dedektor ile dedekte edilmis ve
sonuglar yine Shimadzu C-R7A Chromatopac integratdr ile hesaplanmistir.

YBSK analizi igin tiimii Shimadzu firmasmm {irinii olan LC-10A serisi
stvi kromatografisi sistemi kullanilmugtir. Sistem, LC-10AT gradient donanumli
pompa, SPD-MlOA?di‘ode-array dedektsr, CBM-10A iletisim saglayici modiilden
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olugmaktadir. Veriler LC10 (Version 1) programu ile islenmistir. Enjeksiyon
tablas1 Rheodyne (thati) olup iizerinde 10 pL loop tagimaktadir. Enjeksiyonlar
Hamilton 700 serisi 22 gauge u¢ kalmhgma sahip 25 pL’lik swinga ile loop
doldurarak yapilmstir. Ayirrma ve miktar tayini iglemlerinde Hypersil model 5 pm
tanecik ¢apmda ODS ‘150x4.6 mm ID Supelco marka C;s kolon kullantbmagtar.

3.2. Sefuroksim Aksetil Cézeltilerinin Stabilitesinin Incelenmesi

2.50x10° M derisimde hazirlanan SFA cozeltileri +4 C’de buzdolabinda
saklannms ve 1 hafta boyunca UV absorbanslar1 ve AEA ile elde edilen pik
alanlarmna ait degerler kaydedilmistir. Incelemeler sonucunda maddenin absorbans
degerlerinde ve pik ajllanlarmda herhangi bir degisim olmadigi gdzlenmistir. Bu
da, hazwrlanan SFA ¢6zeltileri ile en az 1 hafta siireyle ¢alisilabilecegini

gOstermektedir.
3.3. UV-Spektrofotometrik Calismalarda Yapilan Islemler
3.3.1. Stok Cozelti

UV—spektrofoiometrik caligmalar igin 51.0 mg dolaymda standart SFA
tartilmig ve 100 mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ¢oziilmiistiir. Boylece
stok ¢ozelti 1.00x1(3)'3 M olarak hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle
3.00x10° - 1.00x10‘;1 M derisim araliginda bir seri ¢6zelti hazirlanmistir. Gerekli
seyreltmeler bidistile su ile yapilarak maddenin UV bolgedeki davramsi

incelenmis ve regresyon analizi yapilmugtir.
3.3.2. UV-Spektrofétometrik Kosullar

UV-Spektrofotometrik 6lgiimlerde maddenin maksimum absorbans verdigi
dalgaboyunu belirleyebilmek amaciyla 200 — 400 nm dalgaboyu araliginda, 0.1
nm duyarlilikta absdrpsiyon taramas1 yapilmistrr. Tarama sonunda SFA’nin 281

nm dalgaboyunda maksimum absorbans verdigi saptanmis ve Slglimler bu dalga
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boyunda gerqeklestii'ilmistir. Incelemeler sonucunda SFA’mn 3.00x10® M —
1.00x10* M arallgmdaki bolgede dogrusal sinyaller verdigi gozlenmis ve bu
boélgedeki molar absémtivite katsayist 19241.9 olarak hesaplanmugtir. 1.50x10° M
- 4.00x10° M kongantrasyon araliginda yapilan lineer regresyon analizinde
kalibrasyon denklerrii A=18986.9C(M)+0.004 olarak hesaplanmuistir. Regresyon
katsayisi olarak r=0.2999 bulunmustur.

3.4. Akis Enjeksiyon Analizi ile Yapilan Cahsmalardaki Islemler
3.4.1. Stok Cozelti

51.0 mg SFA 100 mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ¢oziilmiistiir.
Gerekli seyreltmeler bu stoktan bidistile su kullanilarak gergeklestirilmigtir.

SFA’nin AEA ile yapilan ¢aligmalarinda en uygun analiz kogullarmin
belirlenebilmesi i(;in; kullanilan SFA ¢6zeltisi, baglangigtaki stok c¢o6zeltinin
seyreltilmesi ile elde édilen 3.00x10° M derisimdeki ¢ozelti ile yapilmastir.

3.4.2. Hareketli Faz ve Tampon Sistemi

SFA’nin AEA yontemiyle analizi siiresince kullanilacak analitik ve aletsel
parametrelerin belirlenebilmesi amactyla bir dizi inceleme yapilmigtir. Bu
asamada kullanulmak iizere 3.00x10® M derisime sahip SFA ¢ozeltisi hazirlanmis
ve deneyler bu ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir.

SFA’nin AEA ydntemiyle analizi swasmda kullamlacak hareketli fazin
belirlenebilmesi amac?nyla yapilan c¢aliymalarda %10 - %40 orammnda metanol
iceren metanol:su sistemleri denenmis ve %10°luk metanol ¢ozeltisinin en uygun
tastyici olduguna kar# verilmigtir.

AFEA sistemindeki bir diger parametre olan akis hizinin belirlenebilmesi
i¢in 0.1-3.0 mL/dk arahglndaki akig hizlarinda seri enjeksiyonlar yapilmis ve pik
alani-akig hizi, pik “yiiksekligi-akls lizi iliskileri incelenmistir. Incelemeler
sonucunda 1.0-1.6 mL/dk bélgesinde akis hizina bagh dogrusallik gézlenmis ve
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calisjmanin kalan kisminda 1.0 mL/dk akiy hiznin kullamlmasma karar
verilmistir, '

SFA’nmn en kararh oldugu tampon sistemini ve pH bolgesini saptamak
amaciyla pH 1.0-12.b araliginda asetat ve fosfat tamponlar: hazirlanmis ve bu
tamponlar enjeksiyon aminda 0.1 M derisimde tamponlama saglayacak sekilde
analit ¢bzeltilerine ajyrl ayri ilave edilmistir. Enjeksiyonlar sonrasi elde edilen
verilerden SFA’ya ait pik alami-pH, pik yiiksekligi-pH grafikleri ¢izilmis ve pik
morfolojileri incelenmigtir. Degerlendirmeler neticesinde SFA’nin AEA ile analizi
i¢cin en uygun tampon ve pH sisteminin 0.1 M pH 2.0 asetat tamponu olduguna

karar verilmigtir.
3.5. Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi Ile Gergeklestirilen Caligmalar
3.5.1. Stok Cozelti

51.0 mg SFA 100 mL’lik balon jojeye alinarak metanolde ¢oziilmiistiir.
Gerekli seyreltmeler Eelhtilen stoktan bidistile su kullanilarak yapilmustir.

Indapamid (IS) ise 36.6 mg tartilarak 100 mL’lik balon jojeye alinmig ve
metanolde gézﬁldﬁktén sonra gerekli seyreltmeler bidistile su ile yapilmugtwr. IS
tiim deneyler boyunca 1.00x10” M konsantrasyonda kullantlmustir.

Standart stok g¢ozeltilerin saklandifi kaplar aliiminyum folyo ile
kaplanarak +4 °C’de buzdolabmnda saklanmustir.

3.5.2. Hareketli Faz ve Tampon Sistemi

Deneyler siiresince kullanilacak olan hareketli faz 0.1 M KH,PO4 pH 4.0 :
asetonitril (70:30) 500 mL hazirlanmistr. Hazirlanan hareketli faz igerisindeki
¢Oziinmils gazlarmn vcje oksijenin uzaklagtirilmas: i¢in ¢ozeltinin igerisinden 30
dakika helyum gazi éeghilnﬁstir. Ayirma ve miktar tayini iglemleri bu ¢ozelti
kullanilarak gergeklesﬁrilmistir.
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3.6. Tablet Orneklerinin Hazirlamgi

Her ii¢ yontem igin kullanilmak iizere 30 adet tabletin tam tartimla agirhig:
bulunarak ortalama bir tablet agirlig1 hesaplanmigtir. 30 tabletin tiimii bir havana
alinmis ve ezilip karigtirllarak toz haline getirilmistir. Deneyler arasmdaki
birlikteligi saglamak ‘yve tablet tartunlarindan kaynaklanabilecek hatalar1 en aza
indirebilmek amac1y1é tiim deneyler bu toz edilmis tablet drnekleri ile yapimigtir.
Ortalama bir tablet agirhigma esdeger miktarda madde tam olarak tartilmis ve 100
ml’lik balon jojeye ‘almmugtir. Metanol ile 100 mL’ye tamamlandiktan sonra
¢ozelti manyetik kargtiriciyla 10 dakika karigtirilmustir. Cozelti tiiplere alnip
6000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edilmistir. Her lic yontemde Ustteki berrak
kisim alinmis, gerekii seyreltmeler yapilmig ve 281 nm dalga boyunda UV-
spektrofotometrik yéhtem icin absorbans degerleri, AEA ve YBSK i¢in pik
alanlar1 ve yiikseklikleri okunmustuf. Elde edilen veriler iligkili kalibrasyon
denklemlerinde yerine konularak, tablet igerisindeki SFA  miktarlar

hesaplanmugtur.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1. UV-Spektrofotometrik Yontem ile Yapilan Cahsmalarin

Degerlendirilmesi

Bu gahsmadé UV-spektrofotometrik yontem bir karsilastirma ySntemi
olarak segilmistir. SFA’nin 5.00x10° M derisimdeki bir spektrumu Sekil 4.1. de
verilmektedir.

1,000 3‘ T T T ~ T T

0.500

e o

0,00
200,0 : 3000 400,0
Wavelength [nm.)

Sekil 4.1. 5.00x10® M! derisimdeki sefuroksim aksetil’in UV-spektrofotometrik yontemle
kaydedilmis 6zgiin spektrumu

Spektrumdan da goriildiiga gibi SFA en yiiksek absorbansi 281 nm’de
vermektedir. 1.50x10° & - 4.00x10° M derisim araligmdaki bir dizi g:ozeltmm 281
nm’deki absorbans—derlslm iligkisi incelenmistir.

Bu derisim a;ahgmda A=18986.9C(M)+0.004 (r=0.9999) denklemine
uyan olduk¢a iyi bir dogrusalik bulunmustur. SFA’nin UV-spektrofotometrik
yontemle yapilan regresyon analizinin istatistiksel degerlendirmesi Cizelge 4.1.’de
verilmektedir. ‘

LOD (S/N:3.3i) ve LOQ (S/N:10) degerleri srasiyla 1.91x10° M ve
5.79x10°° M olarak hesaplanmustur.
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Cizelge 4.1. UV-Spektrofotometrik yontemle 1.0x10™ — 4.0x10° M arah@inda yapilan regresyon
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Deger UV-Spektrofotometri
A 18986.9
b 0,004
r 0,9999
Sr ‘ 0,0117
Se | 100,1199
GA 005 : 45,4975

a: egim b: kesim r: regrésyon katsayis1 Sr: regresyon dogrusunun standart sapmasi Se: efimin
standart sapmas1 GA.: gliven aralif1 (%95 olasilik diizeyinde)

4.2, Akis En jeksiyoxi Analizi ile Yapilan Calismalarin Degerlendirilmesi

AEA sistemléri, uygulama ve kullamm kolayligi, yiiksek Ornekleme
frekans1 ve ¢ok az 6fnek ve ¢Ozelti harcamasiyla 6n plana ¢ikan ve giiniimiizde
genis uygulama alani bulabilen bir yontemdir. Ayrica analiz siiresinin kisa ve
duyarlilign yiiksek olusu da ydntemin iistiinliiklerindendir. Ayurma islemine
gerek goriilmeyen anélizler icin sinyaller ¢ok kisa siirede alinabilmektedir.

Caligmamn bu blimiinde SFA’nin miktar tayini i¢in AEA kullanitmustur.
Sinyaller UV dedektdrde 281 nm’de kaydedilmistir. Tastyic1 fazin bilesimi, akis
hiz1 ve pH degi§imi gibi faktérlerin sinyal morfolojileri iizerindeki etkileri
arastiriimagtir. |

Bolim 3.4.2 de belirtilen kosullarda yapilan gahigmalarda %10-%40
metanol igeren sulu tagtyici fazin pik morfolojileri tizerindeki etkisi incelenmigtir.
Metanol ylizdesinin aﬁmasmm pik alanlar1 ve pik ytikseklikleri lizerine herhangi
bir etkisinin olmad1g1j gbzlenmistir. Bu durumda ¢6ziicti barcanmasmin en azda
tutulmas1 amaciyla metanol:su (10:90) sistemi tagtyic1 faz olarak belirlenmistir.\

Akig hizinin Saptanmasmda da aym diisiince ile hareket edilmis ve en
uygun akig hizinin 1.0 mL/dk olduguna karar verilmistir.

pH’m sinyaller {izerine etkisini incelemek amaciyla, pH 1.0-12.0
aralginda  hazirlanan 3.0x10° M derisimdeki SFA ¢ozeltilerinin 6 kez
enjeksiyonu yapilmis ve pH’a karsi pik alanlar1 grafige gegirilmistir. pH’a bagiml

olarak sinyal alanlarinda 6nemli 6l¢tide degisimler gézlenmistir.



18

Sekil 4.2. de de goriildigi gibi bu degisimlerin en az oldugu bslge pH 1.0-
3.0 arahgidir. Bu nedenle pH 2.0’nin ¢aligma pH’1 olarak se¢ilmesi uygun
goriilmiistiir. Segilen bu pH degeri literatiir verileriyle uyusmaktadir [2, 3, 10, 16].

160000
i \E\ x‘\r
5140000 ] <~ 3 —
g "
£ 120000 ™~
w2
100000

0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14
‘ pH

Sekil 4.2. Akig enjeksiydn yonteminde pH-pik sinyalleri iliskisi (n: 6)

SFA derisinﬁnin pik sinyalleri tizerindeki etkisini incelemek améc1yla
1.0x10%-6.0x10° M arahgmnda bir seri standart ¢6zelti hazirlanmgtir. Derigim ile

sinyal alanlar:1 arasindaki iligki Sekil 4.3.’de verilmektedir.

6

L L L

Sekil 4.3. Sefuroksim aksetil’in 1.00x10® - 6.00x10° M derisimler arasindaki gozeltilerinin
optimum kogullarda elde edilen sinyalleri

SFA ile sinyal alanlari arasmda A=1.29x10'°C(M)+4.23x10" r=0.9998
denklemine uyan on iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur.

Ayrica yontemin validasyonu amaciyla 3 giin boyunca gilini¢i ve
gilinlerarasi dogrusélhk ve kesinlik hesaplar1 yapilmistir. Elde edilen veriler

Cizelge 4.2.°de toplanm1§t1r.
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Cizelge 4.2. Sefuroksim aksetil’in 1.00x1 0 - 6.00x10° M derisimdeki gdzeltilerinin optimum
kosullarda elde edilen sinyallerinin dogruluk ve kesinlik incelemesi

: Giinigi Giinlerarasi
Deger 1. Giin 2. Giln 3. Giln Tiim Ginler
(k=1; n=5) (k=1;n=5) (k=1; n=5) (k=3; n=15)
a 1.36x10/° 1.27x10'° 1.25x10%° 1.29x10%°
b 1.57x10* 7.59x10° 1.33x10* 4.23x10°
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9998
Sr 4.03x10° 2.60x10° 4.36x10° 2.82x10°
Se 1.36x10% 8.25x107 1.13x10° 4.79x10®
GA ¢0s +2.90x10% +3.70x10° +3,00x10® + 1.65x10®

a: efim b: kesim r: regresyon katsayis1 Sr: regresyon dogrusunun standart sapmasi Se: egimin
standart sapmas1 GA: giiven arah@ (%95 olasilikdiizeyinde)

Yéntemin tekraredilebilirligini 6lgmek igin 3 ayri gin 3.00x10° M
derisimdeki SFA g:dzeltisi AEA sistemine enjekte edilmis ve elde edilen sinyaller
istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Elde edilen veriler Cizelge 4.3.’de
verilmektedir.

Cizelge 4.3. Akis enjeksiyon yonteminin giini¢i ve giinlerarasi tekraredilebilirlik sonuglari.

| Giinigi Giinlerarasi
Deger 1. Giin 2. Giin 3. Gin Tiim Giinler
(0=8) (n=8) (n=8) (k=3; n=24)
Xort 33375 32694 32143.6 32696.2
S 522.7 554.8 569.9 515.7
% BSS 1.6 1.7 _ 1.8 1.9
GAgos 3622 384.4 394.7 246.3

Xort: Degerler ortalamé51 s: standart sapma BSS: bagil standart sapma GA: giiven aralif1 (%95
olasilik seviyesinde)

Yonteme ait LOD (S/N:3.3) ve LOQ (S/N:10) degerleri sirasiyla 1.31x107
M ve 4.00x10” M olarak hesaplanmustir.
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4.3. Yiiksek Basnngﬁln Sivi Kromatografisi Yontemi Ile Yapilan Calismalarin

Degerlendirilmesi

YBSK, yiiksek ayrma giiciinlin yam sira segicilik, dogruluk ve tekrar
edilebilirlik gibi analitik analizler agisindan Oncelik olusturan ozelliklerinden
dolay: hemen her g%esit analiz i¢in yaygin olarak kullamlan etkin bir ayirma
teknigidir. Miktar tayininin s6z konusu oldufu tiim laboratuvarlarda YBSK
yontemi vazgegileméz bir yere ve istiinliige sahiptir. YBSK kullamimi1 sonucunda
elde edilen sonuglar&aki istatistiksel uyum ve kesinlik, yonteme ait dezavantajlar
olarak bilinen ¢oziicti maliyeti, yiiksek saflikta ¢oziicii kullanim ve uzun analiz
siiresi gibi parametreleri Onemsiz kilmaktadir. Genel olarak ¢ok distik
konsantrasyonlardaki tayinlere olanak saglamasi da YBSK igin ayrica nemli bir
tistiinliktiir. |

Tiimiiyle yeni tasarlanmis olan bu ¢alismada diode-array dedektorlii sistem
kullanilmus, yﬁnterrqn optimizasyonuna dair gerekli ¢calismalar gergeklestirilmis
ve sonuglar de@erlen%lirilerek yorumlanmigtir.

Sinyaller 281 nm dalgaboyunda kaydedilmis ve genel istatistik
deferlendirmelerin yam swa farmakopelerde belirtlen SFA’ya ait ozel
parametreler de deg?erlendirilmistir. Hareketli faz sistemi olarak (0.1 M pH 4.0
KH,PO, : asetonitril) (70:30) sistemi kullanilms, en uygun aks hizmm 1.0 mL/dk
oldugu saptammstlr.j Bu kosullarda SFA’nin B ve A diastereoizomerlerine (SFA-
B, SFA-A) spesifik olarak ortaya ¢ikan iki pikin sirastyla 9.32 ve 10.20 dakikada
geldigi bulunmustur (Sekil 4.4.) Bu baglamda toplam analiz siiresinin rutin bir
laboratuar (;ahsmasi icin oldukg¢a -uygun bir siire oldugu degerlendirmesi
yapilabilir.

YBSK mlﬁleri icin en uygun kogsullarin saptanabilmesi i¢in yapilan
¢aligmalar sﬁrecindei gbdze garpan dnemli bir nokta da tampon pH’simn diismesine
bagl olarak SFA’yé ait piklerin gelis zamanlarimn uzamasidr. Bu durum genel
hareketli faz bilesijmi olan (0.1 M pH 4.0 KH,PO4 : asetonitril) (70:30)
sistemindeki dengerﬁn 0.1 M pH‘ 4.0 KH,PO, yoniinde bozulmasi neticesinde de
ortaya glkmaktadlr.: Yani hareketli fazdaki 0.1 M pH 4.0 KH,PO,; hacmi
asetonitril miktar1 sabif kalmak kosuluyla artirildiginda piklerin gelis zamanlarmin
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uzadig goriilmiigtir. Bir bagka deyisle hareketli faz bilesimindeki asetonitril oram
dustirildiigiinde piklerin gelis zamanlar1 uzamaktadir. Bu durum, SFA’nmn diigiik
polariteli yapisindan iyola ¢ikilarak agiklanabilir. 0.1 M pH 4.0 KH,PO4 oram
artirildiginda, yaplsal olarak polar fazda ¢ozimiirligii diisik olan SFA polar
olmayan asetonitril f@lna itilmekte ve bu da ayirimda kullamlan ters faz kolonda

tutunmay artirarak géli.s zamanlarinin uzamasina yol agmaktadir.

(CFA-B)
(CFA-A)

932
10.20

MIV""}

Sekil 4.4. Sefuroksim aksetil’in 3.0x10® M derisimdeki diastereoizomerlerine iligkin
kromatogram (Hareketli faz, 0.1 M pH 4.0 KH,PO, : asetonitril (70:30); akis hiza 1.0 mL/dk;
dalgaboyu, 281 nm.)

Sekil 4.4. den goriildiigti gibi 6zel bir durum olarak ortaya ¢ikan
diastereoizomer varh@mm analitik acidan degerlendirilmesinde, SFA
diastereoizomer A ve SFA diastercoizomer B olarak adlandmilan iki
diastereoizomerin bulundugu, SFA’nin yapisal olarak bu iki diastereoizomerden
meydana geldigi be@ﬁihistk. Belirtilen bir kalite kontrol parametresi olarak
SFA-A ’dan elde eciilen sinyalin SFA-A ve SFA-B ’den elde edilen sinyallerin
toplamina oramnm 0.48-0.55 arasinda olmas: gerekmektedir. Ayrica SFA miktar
tayininde, SFA Imktarlmn SFA-A ve SFA-B ’nin toplam degerleri tizerinden
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hesaplanarak bulum;nam gerektigi  belirtilmistir.  Gergeklestirilen YBSK
caligmalarinda, hem p1k alanlart hem de pik normalizasyonu kullanilarak yapilan
hesaplardan elde edilén veriler bu oranla uyusur niteliktedir. Sonuglar bu yénde
degerlendirilmis ve fafmakopelere uygﬁn oldugu goriilmiistiir [17, 27, 28].

1096 (S)

937 (CFA-B)
1025 (CFA-A)

Sekil 4.5. Sefuroksim éksetil (3.0x10° M) ve indapamid’e (1.0x10° M) ait kromatogram
(Hareketli faz 0.1 M pH 4.0 KH,PO, : asetonitril (70:30); akis uz1 1.0 mL/dk; dalgaboyu 281 nm.)

Sekil 4.5. de de goriildiigii gibi belirlenen kosullarda piklerin gelis
zamanlari ilk pik olan SFA-B i¢in 9.37 dk, ikinci pik olan SFA-A i¢in 10.25 dk ve
IS igin 10.96 dk olarak gdzlenmistir.

Kromatograﬁi( calismalarda, yOntemlerin standardizasyonu agisindan
Onemli gérevleri ﬁzcj:rine alan ve galigmalarmn her kogulda tekraredilebilirligine
biiyiik katki saglayan IS uygulamasi bu ¢alismada da dis etkenlere bagml bir ¢ok
parametrenin ortadaﬁ kaldirilmasinda etkin bir rol {istlenmistir. Yontemin genel
gercevesine uygun bir IS tespiti i¢in IS olarak kullanulabilecek maddeler
arastirilmis ve denemeler sonucunda gerek analitik gerekse aletsel parametrelerle
uyumlu Indapamid’in IS olarak kullamlmasina Karar verilmistir. Indapamid’in
uygun derisimi belirlenerek, daha onceden saptanan analiz kosullarnda YBSK
sistemine enjeksiyoﬂu .gerg:eklestirilmis ve Indapamid’e ait pikin 10.96 dakikada

] ] p P P
P TIVersngs

citlinhangas
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geldigi gdzlenmistir. Kaydedilen o6zgiin bir kromatogram Sekil.4.5.’de
verilmektedir. 1

Sekil 4.6. da ise tablet icerisindeki SFA (SFA-A ve SFA-B)e ait
kromatogramlar verilrjnektedir. Sekilden de goriildiigii gibi standart SFA’ya ait
piklerle tablet igerisijndeki SFA e ait piklerin gelis swralarinin ayn1 oldugu

g6zlenmistir.

1085 (S

937 (CFA-B)
1025 (CFA-A)

WH

Sekil 4.6. Tablet iqerisincieki SFA (SFA-A ve SFA-B)’ya ait kromatogram (Hareketli faz, 0.1 M
pH 4.0 KH,PO, : asetonitril (70:30); akig hiz1, 1.0 mL/dk; dalgaboyu, 281 nm.)

Karar verilen kosullarda degerlendirme igin kabul edilebilir bir
kromatogrammn elde edilmesi sonucu yontemin kesinligi ve dogrulugunu
belirlemek a:mac1y1a‘SFA ve IS nin alikonma zamanlari, bunlarin alanlarinin ve
pik normalizasyon (PN-SFA / PN-IS) degerlerinin tekrarlanabilirlikleri
incelenmistir. SFA’mn toplam pik normalizasyonu igin hesaplama, her 1k1 pik
alanmmin alikonma zamanlarma béliinmesiyle elde edilen degerler toplanarak

yapilmustir. Degerlendirme sonuglari Cizelge 4.4°de verilmektedir.
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Cizelge 4.4. SFA diastereoizomer A ve B ’nin IS kullanilarak gerceklestirilen YBSK analizinden elde edilen sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesi (n=8).

Tatunma | pjgg | RIS | Alan PN PN PN | Uma | g PN (sifﬁ) )
Gt | GFAB) | (graon) | (SFA-A) | (SEAB) | (SFA-A) | (sFA) | “8 @s) ® | N
0365 | 20074 | 10248 | 20603 | 21435 | 20104 | 41540 | 10968 | 24523 | 22359 | 18579
9358 | 20076 | 10243 | 20386 | 21453 | 19902 | 41356 | 10951 | 25373 | 23170 | 1.7849
0380 | 20315 | 10264 | 21221 | 21658 | 2067.5 | 42333 | 10976 | 25709 | 23423 | 1.8073
9332 | 20669 | 10223 | 21392 | 22149 | 20025 | 4307.4 | 10927 | 25468 | 23307 | 1.8481
9338 | 20478 | 10220 | 20727 | 21930 | 20281 | 42211 | 10930 | 25205 | 23143 | 1.8239
0375 | 20606 | 10246 | 20853 | 2198.0 | 20352 | 42332 | 10951 | 25297 | 23100 | 1.8325
0387 | 20885 | 10265 | 21058 | 22249 | 20514 | 42763 | 10965 | 25405 | 23169 | 1.8457
0473 | 20048 | 10352 | 21017 | 22113 | 20302 | 42416 | 11.064 | 25680 | 2321.0 | 1.8274
%BSS | 047 1.63 0.40 1.58 145 1.58 1.35 0.39 145 139 130
S 004 | 33474 | o004 | 33121 | 3171 | 3214 | 5719 | o004 | 36737 | 3206 | 0.2
Xort | 9376 | 205064 | 10258 | 20907.1 | 2187.1 | 20382 | 42253 | 10967 | 253438 | 23110 | 1.828
GAoos | 0030 | 231959 | 0020 | 220511 | 21971 | 22274 | 30628 | 0030 | 254567 | 22219 | o0.016

BSS: bagil standart sapma s: standart sapma Xort: deger ortalamasi GA: gliven arali1 (%95 giiven seviyesinde)

144
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SFA i¢in elde edilen piklerin alanlar1 IS i¢in elde edilen pik alanlarma
oranlanarak degerlendirilmis ve tekraredilebilirlik incelenmistir. Yapilan
degerlendirmelere gﬁfe tekraredilebilirlik i¢in %BSS degeri 1.4 bulunmustur.

Cizelgeden gorildign gibi en iyi tekraredilebilirlik, SFA ve IS ‘nin pik
normalizasyon degerlérinin birbirine oranlanmas ile saglanabilmektedir. Bundan
sonraki miktar tayini ile ilgili tim ¢aliymalarda tiimiiyle pik normalizasyon
oranlar1 degerleri kullémlacaktlr.

Ayrica yOntemin validasyonu amac1ylr§ 3 glin boyunca giini¢i ve

giinleraras: dogruluk taccwacy) ve kesinlik (precision) hesaplar: yapilmistir. Elde
edilen veriler Cizelge 45 .’de toplanmugtir. '

Cizelge 4.5. Yiiksek basmgl s1vi kromatografisi yonteminin dogrulugu ve kesinligi

Giinlerarast

Giinigi
Deger 1. Gin - 2. Giin 3. Giln Tiim Ginler
(k=1; n=6) (k=1; n=6) (k=1; n=6) (k=3;0=18)
446525.4 446729.8 446721.5 447263.1
0.007 | 0.008 0.009 0.003
r 0.9999 0.9999 0.9998 0.9998
Sr 0.02 0.03 0.04 0.04
Se 437917 6421.25 6892.05 4912.56
GAg s 3611.33 5061.713 5683.56 2003.17

a: egim b: kesim r: regresyon katsayist Sr: regresyon dogrusunun standart sapmasi
Se: egimin standart sapmas1 GA: giiven aralifi (%95 olasilik seviyesinde)

Yonteme ait LOD (S/N:3.3) ve LOQ (S/N:10) degerleri sirasiyla 1.48x107
ve 4.47x107 M olarak bulunmustur.

4.4. Yontemlerin Tabletlere Uygulanmasi

Boliim 3.6. da anlatildig: sekilde hazirlanan tablet rnekleri (Cefaks® 250
mg) her ii¢ yﬁntenﬂé analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6.’da
topluca verilmigtir.

Cizelge 4.6. incelendiginde AEA ve YBSK yontemleri ile elde edilen tiim
sonuglarm UV-spektﬁofotometrik yontem sonuglart ile uyum igerisinde oldugu

goriilmektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler de bunu kamitlar niteliktedir.
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Istatistiksel dégerlendhmeler, a: 0.05 6nem ve %95 olasilik diizeyinde
yapilmigtir. n-1=7 scfrbestlik derecesine gore istatistiksel degerlendirmelerde F
testi i¢in 3.79, t testi% icin 2.36 kritik degerler verilmektedir. Her iki test i¢in de
hesaplanmig olan deéerler bu kritik degerlerden diigiik ¢ikmuslardir. Bu da AEA
ile UV-spektrofotomejtrik ve YBSK ile UV-spektrofotometrik yontemlerle elde
edilen sonuglar arasmndaki farkin anlamsiz oldugunu agiklamaktadir. Sonuglar
uygulanan y('intemleri:n BP [17] ve USP [28] tarafindan kabul edilebilir smirlar
icerisinde oldugunu da belirtmektedir.

Gizelge 4.6. Sefuroksim aksetil igeren (Cefaks® 250 mg) tabletlerin analiz sonuglari (n: 8)

Deney No ~ YBSK (%) AEA (%) UV-Spektrofotometri (%)

1 101.90 102.70 99.80

2 100.70 101.30 99.90

3 102.30 103.30 102.70

4 103.80 103.80 102.10

5 102.40 102.40 100.60

6 100.60 101.30 99.10

7 97.60 ' 98.90 98.80

8 . 102.90 103.20 101.80

Xort | . 101.53 102.11 100.60
s 191 1.58 1.45
s __3.63 2.50 2.10
% BSS | 1.87 1.54 1.44
GA 05 . 1.60 ‘ 1.31 1.20
F testi (p:0.05) 1.73 1.19 3.79
t testi (p:0.05) L 029 0.07 2.36

Xort: deger ortalamasi s: standart sapma s*: varyans BSS: bagil standart sapma
GA: gliven aralig1 (%95 giiven seviyesinde)

Sonu¢ olarak c¢aligmalarimizda geligtirilen ve uygulanan UV-
spektrofotometrik, AEA ve YBSK yontemlerinin SFA igeren tabletler icin

kullamgsl ve gegerli yéntemler oldugu s6ylenebilir.
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