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Genis spektrumlu penisilin tiirevlerinden ampisilin ve amoksisilin uzun
yillardan beri antibakteriyel tedavide kullandmaktadir. Amoksisilin oral
yoldan absorbe edilen yar sentetik bir antimikrobiyal ilag olup gastric
Helicobacter pylori infeksiyonlarimin tedavisinde bir bagka antibiyotik ve
antiasit ilagla birlikte genis sekilde kullanilmaktadir.

Bu gallsmada Amoksisilin’in UV spektrofotometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik ve siirekli akis injeksiyon analizi (FIA) yontemleri ile miktar
tayinlerinin yapllébi]irligi arastirtlmistir. Sonucta kondiiktometri hari¢ diger
iic yontem ile ambksisilin’in tabletlerdeki miktar tayini gergeklestirilmistir.
Gelistirilen yﬁnteﬁler amoksisilin iceren tabletlere uygulanmis sonug¢larin

farmakopelere uygunlugu tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amoksisilin, Akis Injeksiyon Analizi, UV-

Spektrofotometri, Potansiyometri, Kondiiktometri, Miktar Tayini.
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Extended‘spectrum penicillins-ampicillin and amoxicillin have been
used in antibacterial therapy for many years. Amoxicillin is an orally
absorbed, semi-synthetic broad-spectrum antimicrobial drug. It is now
widely used in a standard eradilation treatment of gastric Helicobacter pylori
infections, where it is combined with a second antibiotic and an acid
suppressing agent.

In this study, quantitative determination of amoxicillin was carried
out with UV- :spectrophotometric, contuctometric, potentiometric and
continuous flow injection method. As a result with three methods out of
conductometric method the quantitative determination of amoxicillin was
performed in tablets. The development method were applied amoxicillin

tablets and the results were discussed as a suitable for pharmacopoeiae.

Keywordsé Amoxicillin, Flow Injection Analysis, UVv-

Spectrophotometry, Potentiometriy, Conductometry, Determination.
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1. GIRi$ VE AMAC

Amoksisilin (AMS), bir aminopenisilin tiirevi olup ampisilin ile benzer
kullanima sahiptif. Mide-bagirsak sistemindeki emilim orani ampisiline gore daha
fazladir ve besinlerden daha az etkilenir. Yan etkileri ampisiline benzemekle
birlikte, ishal olasiligi AMS’de daha digiiktiir. Spektrum araligi beta-laktamaz
inhibitdrii olan klavulanik asit ile genis bir aralia yayilmaktadir [1].

AMS tayini i¢in; basta yiiksek basingli s1vi kromatografisi (YBSK) olmak
tizere, spektrofotometri, kapiler elektroforez (CE), infrared spektroskopisi (IR)
gibi yOntemler k@llanllmlstlr. Bu galismada AMS’in tayini i¢in literatiirlerde yer
almayan siirekli akis enjeksiyon analizi (AEA), UV spektrofotometrik yontem ve
potansiyometrik §6ntemler gelistirilerek bu yontemlerin farmasotik preparatlara
(etken maddesi AMS olan gesitli tabletler) uygulanabilirligi arastirimustir.
Yontem gelistirilirken analitik agidan tiimiiyle bilimsel bir yol izlenmis, ilgili
validasyon ¢aligmalan gerceklestirilmistic. Tiim sonuglar istatistiksel agidan

degerlendirilmistir.




2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 AMS ile Ilgili Genel Bilgi

AMS %95 ten daha az ve % 105’ten daha fazla (25, SR, 6R)-6-[(R) -2—
amino -2- (4 - ?hidroksifenil) asetamido] - 3,3 — dimetil -7- okso -4-tiya-1-
azabisiklo [3.2.0];‘ heptan-2-karboksilik asit icermez [2]. AMS, ampisilinin fenil
yan zinciri lizerine bir hidroksil grubu ilavesi ile elde edilen tiirevidir.
Ampisilin’den eﬂ Onemli farki mide-bagirsak kanalindan yaklasik iki kez daha
fazla oranda (%90) ve daha hizli emilmesi, aymi dozda olusturdugu maksimum
kan diizeyinin anipisiline oranla yaklagik iki kat olmas: ve daha uzun siirmesidir.
Besinlerin, AMS’jin mide ve bagirsaktan emilimi iizerine ¢ok az etkisi vardir.

AMS viicutta ampisiline déniismez. Plazma proteinlerine, penisilin G ve
V’ ye (%80 veya; daha fazla) gére ¢ok az, arnpisiliriinkine yaklasik olarak esit
oranda (ortalama %:20) baglanir. Absorbe edilen dozun yaklasik %50-70°1
degismeden bdobreklerden (6zellikle tiibiiler salgilanma suretiyle) atilir. Kalan
kisminin biiyitk bolimi, ampisilin ile oldugu gibi, karacigerden elimine edilir. Bu
iki antibiyotik esit dozda alindiklarinda AMS’in safra igindeki konsantrasyonu,
ampisiline oranla 2daha yiiksektir. AMS’ in yarilanma omrii 1-1.5 saat kadardir; bu
deger agir bobrek yetmezliginde 8 saate kadar g:lkér. AMS interstisyel siviya,
balgama, orta kulak sivisina ve nazal sinus salgisina, ampisiline gére daha fazla
gecer ve daha fazla konsantre olur. Balgamdaki konsantrasyonunun, ayni dozda
ampisilin ile olanin bes katina kadar ¢ikabildigi bildirilmistir. Ancak balgamdaki
konsantrasyonu, yine de kandakinden 6nemli dl¢iide disiik kalir. Omegin AMS’in
balgamdaki konsantrasyonu ortalama olarak kandakinin 1/5’i iken ampisilin i¢in
bu oran 1/20 dolayindadir.

AMS, du}{arh bakterilere bagh solunum yolu infeksiyonlan, akut otitis
media, iriner infeksiyonlar ile diger indikasyonlarda ampisilin kadar etkinlik
gosterir. Cocuklarha orta kulak iltihabi tedavisinde, penisilin V ve eritromisin’den
daha etkili bulu?nmustur. Grup A streptokoklara karsi etki giici penisilin

V’ninkine yaklagik olarak esittir.
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AMS’in t?vsiye edilen optimal giinlik dozu 25-50 mg/kg’dir; genellikle 8
saatte bir uyg@lanarak oral olarak verilir. Intravendz veya intramuskiiler
injeksiyonla veya i.v. infiizyonla da uygulanabilir.

Uriner int;'eksiyonlarda erigkinlerde 10-12 saat ara ile glinde iki kez 3 g, bel
soguklugunda 1 g probenesid ile tek doz halinde 2-3 g ve orta kulak iltihab1 olan
cocuklarda (3-10§ya$) iki giin boyunca giinde iki kez 750 mg olarak verilir.

Yan etkileri bakimindan ampisiline benzer ve onun gibi siklikla cilt
dokiilmelerine néden olabilir. Ancak bu ilaci alanlarda ishal, ampisilin alanlara
gbre daha seyrek goriilir. Bunun nedeni AMS’in absorpsiyonunun ¢ok fazla
olmasi fegeste fazla kalmamast ve kolona fazla erismemesidir [3].

AMS bir iaminopenisilin’dir. Bu grup penisilinlerin en onemli 6zellikleri
E.coli, H. influenzae, Shigella ve Salmonella tirleri gibi bazi Gram negatif
basilleri kapsayaéak sekilde genislemesidir. Bu grupta AMS’in yaninda ampisilin,

siklasilin ve episilin ile ampisilin’in &n-ilag seklinde esterleri bulunur.

Tedavide Kullammlar:

Ust Soluﬁum Yolu Infeksiyonlan

Bu infekéiyonlardan genellikle streptokoklar ve H. influenzae sorumlu
oldufu igin aminopenisilinler, ampirik tedavide iyi bir segenek olarak
goriinmektedir. Yalmz cesitli iilkelerde aminopenisilinlere karsi direng gdsteren
H. influenzae suglannin sayisinda artis oldugu igin, bu husus tedavide gbz dniinde
bulundurulmalidir. Duyarl: bakterilerin neden oldugu orta kulak iltihabx, siniizit,
epiglotit, kronik bronsitin akut krizlerinde ve farenjit tedavisinde kullanilirlar.

idrar Yolu Infeksiyonlar:

Komplikez olmayan idrar yolu infeksiyonlannin ¢ogunda sorumlu etken
Gram pozitif basiiller ve dzellikle E.coli oldugu igin, aminopenisilinler bu amagla
kullantlir. Ayncazenterokoklann neden oldugu idrar yolu infeksiyonlarinda da bu
grup ilaglar etkilidir. Tedavide son yillarda bu grup ilaglarnn E.coli’ye karst direng
gbsterdigi bilinmektedir.

Menenjiﬂ

Cocuklarda gelisen menenjitlerin bityilk kisminda etken H.influenzae,

pndmokoklar, (Strep. pneumoniae) ve meningokoklar (N. meningitidis) oldugu

(V¥



i¢in, bu endikasjonda aminopenisilinler kullanilabilir. Ozellikle H. influenzae’ya
karst rezistans 2bildirdigi i¢in, tedavide tek bagina degil fakat 3. kusak
sefalosporinler veya kloramfenikolle kombine edilerek kullanilmast onerilir. L.
monocytogenes’iﬁ neden oldugu menenjitlerde, aminopenisilinler olduk¢a iyi
etkinlik géjsterme;ktedir. Menejit tedavisinde aminopenisilinlerin yiiksek dozda ve
parenteral olarak kullanilmast dnerilmektedir.

Tifo ve Sﬂgelloziste Kullaniligt

Bahsedileﬁ durumlarda aminopenisilinler florokinolonlar, kloramfenikol
v.b. ilaglarin yamnda ikinci segenektir. Tifo haricindeki Salmonella
infeksiyonlarlndaj aminopenisilinler kullanilmamalidir. Sigelloziste kullanim s6z
konusu oldugu zaman, ampisilinin AMS’e tercih edilmesi gerektigi bilinmektedir

[4].
2.2. AMS’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Calismada ii¢ su molekiili iceren AMS kullanilmigtir. AMS’in kimyasal
yap1 formﬁlﬁ(ZS ,3R,6R)~6—-[(R)~-2—-amino -2 - (4 - hidroksifenil )
asetamido ] - 3 , 3 — dimetil - 7 — okso — 4 —tiya — 1 — azobisiklo [ 3.2.0 ] -
heptan - 2 — karboksilik asittir.

Agik formiilii agagidaki sekilde verilmektedir.

OH . 3H
\__/ i

Sekil.2.1. AMS’in molekiil yapisi

Kapali formiili Ci¢H;oN30sS . 3 H;O olup, molekiil agirhigr 419.4tir.
Beyaz veya beyazga yakin renkte, kristalize toz gdriiniimiindedir. Alkol ve suda az
¢Ozlnlr, eter ve égu yaglarda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez. Seyreltik asitler ve

seyreltik alkali hidroksit cozeltilerinde ¢oziiniir {2}].



2.3. AMS ile Yapilan Cahsmalar

Abounassif ve ark. [5] farmasétik preparatlarda AMS ve klavulanik asitin
stvi kromotografisiyle tayinini gergeklestirmislerdir. Metotta ters faz sivi
kromatografisi kullanilmis ve hareketli faz olarak (CH;OH : KH,PO, (pH 6) :
H;0) (15:1:84) secilmistir. Izokratik sistemde 235 nm dalga boyunda galistimus
akis hiz1 1.0 rnl/dk olarak belirlenmistir. Optimum ¢alisma kosullan belirlendikten -
sonra standardin ‘}e tabletlerin enjeksiyonlan yapilmis ve relatif standart sapmalar
%2 civarinda bulunmugtur. |

Tabletlerdeki ve siispansiyon halindeki AMS i¢in  deney sonuglan
%101.51 = 1.72 (n:6) ve %101.22 = 1.93 (n:6) olarak bulunmustur. Benzer sekilde
klavulanik asitin tablet igindeki ve siispansiyon halindeki deney sonuglar1 100.33
t 1.90 (n:6) ve 99.61 £ 1.32 (n:6) olarak saptanmustir. Onerilen yontem ile
farmakopedeki yontem karsilagtinlarak giivenilirligi  kontrol edilmis ve
istatistiksel olarak F ve t testleri gerceklestirilmistir. Teorik olarak iki metot
arasinda dogruluk ve hassasiyet baklmlndavnl O6nemli bir fark olmadig
gdzlenmistir.

Belal ve ark. [6] ampisilin ve AMS tayini icin kinetik spektrofotometrik
bir yontem gelistirmiglerdir. Bu ydntem antibiyotiklerin 1 M HCl ile hidrolizi ve 1
M NaOH ile notralize edilmesine dayanmaktadir. Daha sonra 2 M KCl igerisine
palladyum ilavesi sonucunda olusan renkli ¢dzeltinin absorbansi 335 nm’de
ol¢lilmiistiir. Onerilen metot sirasiyla ampicillin ve AMS igin 8-40 pg/ml ve 10-40
ug/ml araliklarinda 0.73 pg/ml tayin limiti saptanmistir. Onerilen metot ticari
dozaj formlarina uygulanmis ve elde edilen sonuglanin farmakopede belirlenen
yontemle karsilastirmasi yapilmistir. Sonuglann birbiriyle uyum igerisinde oldugu
saptanmustir. |

Yuan ve ark. [7] ters faz sivi kromatografisi kullanarak insan plazmasi,
orta kulak sivist ve g¢ingilya plazmasi icerisindeki AMS’in miktar tayinini
gerceklestirmislerdir. I¢ standart olarak sefadroksil kullanilan bu ¢alismada
analizler UV dedektor ile 210 nm de yapilmistir. Hareketli faz 5 mM fosfat
tamponu i¢inde %6 asetonitril iceren (PH:6.5) ve SmM tetrabutilamonyum

icermektedir. Cingilya plazmas igin degisim katsayis1 2.7-9.9 (n=4) ve 1.7-7.2 %



(n=3), insan ve ¢ingilya kani igin degisim katsayis1 2.8-8.1 % (n=3) ve 2.9-4.7 %
(n=3) olarak bulﬁnmustur. Alternatif bir hareketli fazin ¢ingilya plazmasi ve orta
kulak sivist igin analiz stiresini 6nemli lgiide azaltabilecegi gozlenmistir.

Lyle ve Yassin [8] ampisilin ve AMS’in metal iyonu komplekslerini
polarografik olarak tayin etmiglerdir. Ozellikle ampisilin ve AMS’in Nikel(II) ile
olusturduklann komplekslerin damlayan civa elektrot yiizeyinde indirgenmelerine
bagl olarak diferénsiyel puls polarografisiyle tayin edilebilirligini aragtirmislardir.
Ampisilin ve AMS i¢in piklerin sirasiyla -0.865 V ve 0.840 V’'ta geldigi
gdzlenmistir. Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullanilmig ve KCl ile
25 °C de fazla inetal iyonlanndan tam olarak aynlma saglanmugtir. Nikel (II)
komplekslerinde fek elektron ile tersinir indirgenme meydana geldigi goriilmiistiir.
Kantitatif tayinler i¢in diferansiyel pulse tekniginde ampisilin ve AMS.igin
dogrusal kalibrasyon grafigi konsantrasyon araligi 3.0 x 107 = 3.0 x 10° M ve 4.0
x 107-2.0 x 10" M olarak bulunmustur.

Qureshi ve ark. [9] farmasotik preparatlar igindeki AMS, ampisilin ve
klokasilinin es zamanli spektrofotometrik ve redoks volumetrik yontemleri ile
tayinini gergeklesﬁrmislerdir. Reaksiyon mekanizmasinda katalizlenmis hidrolizi,
seyreltik asit cozeltisi icindeki iyodat ile yiikseltgenme takip etmektedir.
Yontemde ilag igindeki AMS, ampisilin ve klokasilinin hidrolizleri s6z
konusudur. Bu galismada pH 2’de seyreltik hidroklorik asit ile indirgenen
tirtinlerin nétralizésyonu s6z konusudur. Redoks titrasyonunda titrant olarak
potasyum iyodaf kullantlmisgtir. Olusan kirmizi-mor rengin absorbansi
spektrofotometredé 520 nm de 6l¢iilmiistiir.

El Walily ve ark. [10] fenolik B-laktam antibiyotiklerinin kumarin
turevlerinden olushmunu secici spektroflorimetrik tayin metodu ile belirlemeye
calismuglardir. AMS, sefadroksil ve sefbperazonun tayini i¢in kolay, duyarli ve
segici spektroflorimetrik bir yéntem gelistirmisierdir.Y'éntem bu ilacin etil aseto
asetat ile arasinda asidik bir ortamda gerceklesen reaksiyona dayamir. Bu
reaksiyon sonucu dlusan san floresans renkli {iriiniin eksitasyon dalga boyu araligt
401-467 nm ve eﬁlisyon dalga boyu araligi 465-503 nm olarak bulunmustur.
Calisma arali§i AMS, sefadroksil ve sefoperazon icin sirastyla 10.0-20.0, 1.5-1.0

ve 50.0-100.0 pg/ml olarak belirlenmistir. Reaksiyonun Beer Kanunu’na uygun



oldugu gozlenmistir. Onerilen metodun sonuglarinin ayni sekilde dogru, kesin ve
tekrar edilebilirligi farmakope sonuglar ile karstlagtilmis ve sonuglarin farmakope
sonuglar1 ile uyum sagladigi bulunmustur.

Krauwinkel ve ark. [11] insan plazmasindaki AMS’in YBSK ve kati faz
ekstraksiyonu ile tayinini gergeklestirmislerdir. YBSK analizinde ters faz sivi
kromatografisi  kullandmustir.  Hareketli faz olarak metanol-001 M
tetrabutilamonyum dihidrojen fosfat igeren 0.08 M fosfat tamponu (pH : 7.6) (20 :
80) kullanilmugtir. Kolondan g¢ikan maddeler 234 nm’de UV dedektor ile
saptanmigtir. Bu metodun givenilirligi denenmis ve yeni AMS formiilasyonlar
i¢in biyolojik uygunluk ¢aligmalarinda kullanilabilecegi kanitlanmustir.

Ezzat M. Abdel-Moety ve ark. [12] kapsul igindeki AMS ve
diklokasilinin potansiyometrik titrasyon ve YBSK ile es zamanli tayinini
gelistirmislerdir. Potansiyometrik titrasyon ile 0.05 M asetat ve perklorik asitten
yararlanilarak her iki madenin de kantitatif tayininin mimkin oldugu
saptanmustir. YBSK’de ayirma iglemi ters faz ile yaptlmis olup 5 ve 10 pum
capindaki kolonlar kullanmilmistir. Hareketli faz olarak % 1 asetonitril:asetik asit
47:53 veya 39:61 (Wh) oraninda segilmistir. UV dedektdr ile 240 nm dalga
boyunda ¢aligilan bu sistemde akis hizi olarak 1.5 ml/ dk se¢ilmistir.

Ventura ve ark. [13] luminol- iyodin reaksiyonuna dayanan penisilinin
durdurulmus akig kemoliiminesans spektrofotometresiyle tayininin gelistirilmesi
igin ¢aligmuglardir. Iyodin ve liminol arasindaki reaksiyon, penisilinlerin bu
reaksiyondaki onleyici etkilerine bagli olarak dolayl: durdurulmus akisg
kemoliminesans spektrofotometrik tayininde kullanilir. Reaksiyon olusum
hizinin dogrudan 6lgiilmesiyle ve kemoliiminesans siirecindeki bozulma
adimlarini, buna ilave olarak karsilastirma amaciyla yapilan pik yikseklikleri
goriintiilenmistir. Onerilen metot penisilinin 1.0 x 10%- 1.2 x 10™* M arasindaki
tayininin % 2 standart sapma ile 120 h” frekansta tayinini saglamaktadir. Bu
yontem farmasotik omeklerdeki penisilinleri tek bagina analiz etmek igin
kullanilir. Hesaplamalar (kesinlik, hiz, 6rek titketimi) uygun kemoliiminesans
titrasyon degerleriyle kargilagtirilmigtir.

Wibava ve érk. [14] huizly, secici ve duyarh olarak fare plazmasinda mide

suyunda ve mide dokusunda YBSK ile AMS’in rutin tayini igin bir analiz
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yontemi gelistirmislerdir. Yontemde AMS g¢ok diisiik konsantrasyonlarda (<1
ug/mL) veya gék kiigiik 6mék hacimlerinde kullanilmustir. Bu ¢alismada
Chromasil ODS 3 pm (150 x 3.2 mm 1.D) kolon kullanmuslardir. Kolon sicaklig:
icin 40°C uygun 6larak goriilmistir. Hareketli faz olarak metanol-su (55:45, h/h)
ve florimetrik dedektorde eksitasyon dalga boyu i¢in 365 nm ve emisyon dalga
boyu 445 nm olariak belirlenmigtir. AMS’in sinir miktar degerleri; mide suyu igin
0.1ug/ml (500 pl), plazma igin 0.5 pg/ml (50 pL) ve mide dokusu igin 0,075
ug/g (250mg) olgrak bulunmugtur. Metodun mide suyu igin; 15-pg/ml, plazma
icin; 200 ug/ml éve mide dokusu i¢in; 100 pg/g’a kadar dogrusallik verdigi
saptanmugtir. Giin i¢i ve giinler arasi bagil standart sapma degerleri %19’dan daha
az oldugu buluninustur. Bu ¢aligma ile fare plazmasi, mide suyu ve mide
dokusundaki AMS’in miktar bulunmaya c¢aligilmistir.

Pasamontés ve Callao [15] farmasdtik preparatlardaki AMS’in ardigik
enjeksiyon analizi (SIA) metoduyla ve foto diyot dizisi detektdr kullanarak
analizini gergeklestirmislerdir. - AMS’i tayin etmeden Once herhangi bir
engelleyici madde olup olmadigmin anlasilmasi igin ¢ok degiskenli egri
kullanmusglardir. Ifygun analitik islemler ve pH gradiyentini olusturmak ve her bir
ornek i¢in data matriksini elde edebilmek i¢in SIA kullanmuglardir. Bu ¢aligma ile
omek igindeki tiifrlerin spektrumlart ve konsantrasyon profilleri elde edilmeye
calisilmugtir.

Bu calijmada AMS igeren alti ¢esit preparat ile ¢alisilmigtir. Bu
preparatlardan ikisi girisim yapan herhangi bir madde igermezken, dort tanesi
icermektedir. Fakat AMS’in ona gore segici bir spektrum alami vardir. Ik iig
ornek i¢in pahali, olmayan alet ve reaktifler kullanilarak tek g¢esit kalibrasyon
sistemiyle AMS’ih hizl: bir sekilde (saatte 20 6rnek analizi) tayini yapilmustir.

Qi ML ve érk. [16] kolay ve dogrulugu yiiksek sivi kromatografisi (LC) ile
AMS ve sulbaktam pivoksil kombinasyonunu es zamanli olarak tayin etmeye
calismislardir. ki ?ilacm kromatografik ayrilmasi i¢in Hypersil C;s kolon (250 mm
x 4.6 mm, 5 um ) ve hareketli faz olarak metanol-asetonitril-su karigimi (60:1:39,
Wh/h) kullanmuslardir. Hareketli fazin pH'imi 4.5 olarak belirlemislerdir.
Kullanilan dalga boyu 220 nm’dir. Ayirma islemi 10 dakikadan daha kisa siirede

gerceklesmistir. Metodun dogrusal, kesin ve segici oldugu bulunmustur. Bu metot



igin dogrusallik, kesinlik ve dogruluk degerleri AMS igin; 50.95-509.5 pg/ml ve
sulbaktam pivoks@l igin; 46.63-466.3 pg/ml degerleri arasinda kabul edilebilir
oldugu gérﬂlmﬂsfﬂr. Kolaylik ve kesinliginden dolayi, AMS ve sulbaktam
pivoksil kombina;yonlarmm rutin kalite kontrol analizlerinde kullanmak igin
uygun oldugu goriilmiistiir.

Muth ve ark. {17] insan plazmasindaki AMS miktanni tayin edebilmek
igin yuksek duyarlilikta ve segicilikte YBSK metodu gelistirmislerdir. UV
dedektor 230 nm ;idalga boyuna ayarlanmis, tampon ve i¢ standart eklendikten
sonra ornek ultrafiltrede siiziilerek on kolona verilmigtir. AMS igin saptama limiti
%4 .2 hata ile 0.25 ml plazma kullanilarak 50.1 ng/m! olarak bulunmustur. Tiim
kalibrasyon igin dc?g'gmsallxk aralig1 (25.4-0.0501 pg/ml) degerindedir ve giin i¢i
degisim miktan %Q.O ile %4.5 araligindadir. Metodun gegerliligi kontrol edilmig
ve yuzlerce gesitli 6érnek analiz edilmistir. Ayrica bu metot insanda 500 mg’lik
oral doz ahndlktaﬁ sonraki farmakokinetik parametrelerin belirlenmesinde de
kultanilabilir. ‘

Pajchel ve ark.[18] farmasétik preparatlardaki AMS / klavulanik asit ve
ampisilin / sulbakt?m’m es zamanl: tayinini, stvi kromatografisine (LC) kars:
kapiler elektroforez (CE) ile tayin etmeye ¢aligmiglardir. Hizli bir kapiler
elektroforez metoéiu AUGMENTIN® icindeki AMS ve klavulanik asit,
UNASYN® icindeki ampisilin ve sulbaktam tayini igin gelistiri!mistir. Hareketli
faz olarak %14.4 sodyum dodesil siilfat igeren pH:8.66 olan fosfat-borat tamponu
kullanmiglardir. |

Metodun ge;erliligi kontrol edilmis tekrar edilebilirlik, dogruluk, kesinlik
ve dogrusallik deéé%rleri AMS igin; 0.05-3.03 mg/ml, ampisilin igin, 0.05-3.08
mg/ml, klavulanik asit igin; 0.02-2.02 mg/m! ve sulbaktam igin; 0.05-2.08 mg/ml
bulunmustur. Bu yeni metot ilag analizleri igin kullamlan YBSK il¢
karsilagtirildiginda, CE’nin daha hizli, ucuz ve organik ¢oziicii harcama agisindan
daha ekonomik oldugu goriilmustir. Istatistiksel analizde t-testi her iki metottan
elde edilen sonuglar arasinda ¢nemli bir fark olmadigini gostermistir. t testinde
AMS ve klavulanik }\asit icin; 0.32 vel.69, ampisilin ve sulbaktam igin; 0.67 ve
1.93 degerleri bulunmustur. Bu degerlerin ¢izelgede hesaplanan degerden daha

kugiik oldugu gozlenmistir.



Salem ve Saleh [19], fenolik f-laktam antibiyotiklerinin segici
spektrofotometrik  tayinini yapmaya ¢alismuslardir. Sefoperazon sodyufn,
sefadroksil monohidrat, sefoperozil ve AMS’in farmasotik preparatlardaki saf
formlannin miktér tayinleri igin iki basit ve secici spektrofotometrik metot
geligtirmislerdir.

Metot bu ilaglardan herhangi birisinin Ce (IV) veya Fe (III) oksidasyonuna
baglidir. Bu yiikseltgenme asidik ortamda gergeklesir ve 397 nm’de maksimum
ébsorbans veren koyu san renkte bir iriin meydana gelir. Konsantrasyon aralig
(5-30 ug/ml) oiarak belirlenerek Beer Kanunu’'na uydufu gbzlenmis ve
korelasyon katsayist her dort ilag i¢in en az 0.9979 olarak gézlenmistir. AMS
iceren farmasoétik formiilasyonlar, yalin halde veya bilesik halindeki potasyum
klavulanat, flukloksasillin veya dikloksasillin analizlerd ic¢in bu metoda
basvurulabilir. Diger uc; ilacin vialde, kapsiilde, tablette ve siispansiyon halindeki
¢aligmalan i¢inde yararlanilabilir. Yiizde degerler Ce(IV) igin; 99.7 (£0.46) ile
100.32 (%1.05) arz}smda ve Fe (III) i¢in; 99.6 (£0.50) ile 100.3 (%1.32) arasindadir.
Diger antibiyotiklerin engelleyici etkileri de aragtinlmistir. |

De la Torre ve ark. [20] AMS’in chitosan ve poli akrilik asitin poliyonik
komplekslerinden aynlmasi ¢alismalanini  gergeklestirmislerdir. Calismada
polimer/polimer ve polimer/ilag arasindaki etkilesimler yer almaktadir. Chitosan
(CS) ve poli akrilik asit (PAA)’nin poli iyonik kompleksleri genis bir kopolimer
kompozisyonundah ve iki ¢esit ilagtan hazirlanmistir.

AMS ve AMS sodyumun farkli komplekslerden ayrlmasi ¢aligmalan
yapilmigtir. Hidrojellerin sisebilme ve gegirgenlik 6zelligi arastinlmig ve
polimer/polimer ve polimer/ilag etkilesimleri kontrol edilmistir. Elektrostatik
polimer/polimer etkilesimleri CS’nin katyonik gruplan ile PAA’min anyonik
grubu arasinda gérqeklesmektedir. AMS difiizyonu, poli iyonik komplekslerin
sisme/asinma oraréuna bakilarak kontrol edilmistir. AMS sodyum hidrojellerinin
sisme derecesinin, AMS formiilasyonlarinin sisme derecesine gre ¢ok daha fazla
oldugu gﬁzlenmisétir. AMS sodyumun difiizyon sinirlamast polimer/iyonize-ilag
etkilesimleriyle oﬁadan kaldinimistir.

Femandez%Gonzalez ve ark. [21], P-laktam antibiyotiklerin

spektrofotometrik tayininin degerinin arttirilabilmesi igin batch ve akis enjeksiyon
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yontemlerini kargilagtirmislardir. B-laktam antibiyotikleri, AMS ve ampisilinin
miselsi ortam kullamlarak Cu iyonlarninin katalizorliigiiyle spektrofotometrik
tayini yapilmustir. Batch ve akis enjeksiyon yontemlerinin  yaklagimi
kargilagtimlmigtir.  Akis  enjeksiyon analizi (AEA) igin optimal degerler
bulunmustur. Kimyasal (tampon, pH ve Cu(Il) konsantrasyonu) ve fiziksel (akis
hizi, sicaklik ve ﬁeaksiyon siiresi) gibi degerler goz oniinde tutulmustur. Batch ve
akis enjeksiyon sistemleri icin saptama limitleri sirasiyla 2.5 x 107 ve 2.0 x 10°
M bulunmustur. Aynca her iki metot i¢in bagil standart sapmanin %1’den daha az
olduu goézlenmistir. Onerilen akis enjeksiyon analiz metodu farmasotik
preparatlardaki antibi&otiklerin tayini i¢in giivenle bagvurulabilecek bir metottur.

| Hoizey ve ark. [22] insan plazmasindaki AMS ve klavulanik asidi es
zamanli tayin edebilmek icin, basit ve kesinligi yiiksek YBSK metodunu
kullanarak bir géhsma -yapmuslardir. 220 nm dalga boyunda UV detektor ile
calismislar ve pldzma orneklerini ilk olarak metanolle muamele etmislerdir. Her
iki bilesik iginde 1y1 bir kromatografik aylrmalsaglayabilmek icin ters faz Cg kolon
ve hareketli faz olarak da asetonitril-fosfat gézéltisi-tetrametil amonyum klorit
cozeltisi kullan11£111$t1r. Kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugu konsantrasyon
araligt AMS igin 0.625-20 mg/l ve klavulanik asit icin 0.3125-10 mg/l
bulunmugtur. Korelasyon katsayisinin  0.9980°den  daha biyik oldugu
gozlenmistir. Metodun tekrar edilebilirligi (giin i¢i ve giinler arasi R.S.D < %15)
olarak bulurirnust@r. AMS ve klavulanik asit i¢in miktar limitleri sirasiyla 0.625
ve 0.3125 mg/1'dir.

Insan plaima51ndan her iki numunenin analitik olarak geri kazamm
yiizdeleri 91 ile 102 arasinda bulunmustur. Gegerliligi kontrol edilmis olan ve
biyolojik 6meklerdeki AMS ve klavulanik asidin es zamanh olarak tayinine
uygun olan bu rhetot olduk¢a hizli bir analiz yapilmasina (analiz siiresi 10
dakikadan daha kisa) ve sadece 100 pl omekle caligilmasina olanak
saglamaktadur. Bu deneyde, biyomedikal uygulamalar ve farmakokinetik
¢aligmalar, saglikli bir insana bir oral-doz AMS/klavulanik asit karigimi (500/125
mg) verildikten sonra yapilacak ¢alismalar igin uygun oldugu bulunmustur.

Shan-Ying ve ark. [23] AMS iginde bulunan yiiksek molekiil agichiklht

safsizliklan kromatografik olarak tayin etmeye calismislardir. Yiiksek molekiil
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agirlikly safmzhkilarm AMS’den ayrilmasi igin jel filtrasyon kromatografisinin
(GFC) ii¢ metodu ve ters faz stvi kromatografisi (RPLC) ile galistlmistir. Ozellikle
jel kromatograﬁsii metodu AMS tayini i¢in denenmistir. Elde edilen sonuclar
polimer tayinleri %igin jel filtrasyon kromatografisinin RPLC’ye oranla daha kolay
bir ayirma yénteimi oldugunu gostermistir. Ug jel filtrasyon kromatografisinin
yani sira ayirma isleminde Superdex peptit kolon kullanilmas: diger metotlara
gére AMS polimerlerinin tayin edilmesinde avantaj sagladig saptanmustir.

Amin ve ark [24] ampisilin ve AMS’in pikrik asit ve pikramik asit ile
spektrofotornetrikz mikro tayini lizerinde ¢aligmiglardir. Ampisilin (12.5-575 pg)
ve AMS (10-400? ug), toplam hacim 25 ml olacak sekilde alinmis ve m-akseptor
kullanilarak pH é’da pikrik ve pikramik asit ile spektrofotometrik olarak tayin
edilmeye gahsﬂrrixstm Bu metot olduk¢a kesin (100t %1.67) ve dogru (RSD:
%1.7) sonuglar vei:rdigi i¢in kapsiillerde, émpﬁllerde ve surup formiilasyonlarinda
basartyla uygulan?abilir oldugu kanitlanmigtir.

Gasheva ve ark. [25] AMS’in IR spektroskopik incelemesini yapmislardir.
Kullanilan IR spektroskopisinde AMS ile birlikte etil-metil-karboksimetil ve
metilhidroksietil-seliiloz ile c¢alistlmistir. Fakat sadece AMS ile etil seliiloz
arasinda etkilesim olmas: saglanmustir. IR absorpsiyon spekrumunda etil seliiloz
molekiiliiniin hidroksil gruplanyla H-bagi yaptigi gozlenmistir. IR spektral
farkliliklarin polimorfik transformasyondan kaynaklanmadigi X 151 difraksiyonu
ile ispatlamislardir. |

Pourcq ve ark. [26], YBSK ile AMS ve onun ayrigma tiriinlerinin kantitatif
tayinini geligtirmiglerdir. AMS, amoksisilat, AMS oligomerleri ve AMS
piperazin-2,5-diorj1, ters faz (Cg) kolon kullanilarak YBSK ile ayrlmigtic. AMS’in
safsizlik olarak da?ha ¢ok amoksisilat icerdigi gézlenmistir. Sodyum tuzu drnekleri
aynt zamanda piﬂerazin-Z,S-dioné ve dimerlerini icermektedir. Trimer, tetramer
gibi biiyiik oligorherlerin onemli miktarda olmadig1 gdzlenmistir. Baz1 &rnekler
merkiirimetrik titrésyon metodu ile analiz edilmistir.

Chulavatnétol ve Charles [27], idrar i¢indeki AMS’yi YBSK kullanilarak,
kati faz, iyon degisimi ekstraksiyonu ve ultraviyole detektdr kullanilarak tayin
etmeye ga11$m1$lafd1r. [drar i¢cindeki AMS nin tayini i¢in YBSK giiglii ve basit bir

yontemdir. Ornek kat1 faz ve iyon degisimi ekstraksiyonu ile Sep-pak Cg kolon



kullanilarak hazxflanmlstlr. Yikama ¢ozeltisi olarak pH:4.85 tamponu ig¢inde
asetonitril (%3 h/h) kullanilmistir. Ayirma isleminde Ultrasphere Cs kolon ve
hareketli faz olarzik ise asetonitril (32.5 ml) ve pH 7.1 de fosfat tamponu (0.01 M,
1000 ml) kullanlimlstlr. Pikler 229 nm’de okunmus ve geri kazanimin %94 ten
daha fazla oldugu bulunmustur. Pik alanina karsi idrar igindeki AMS
miktarlaninin grafige gegirilmesiyle olusan konsantrasyon egrisinin dogrusallig:
(r >0.9990) 5 ile SOO mg/l arasinda oldugu bulunmustur. Giin igi ve giinler arasi
kesinlik degerlerinin (varyasyon katsayisy) %3.0 ile %15.5 arasinda oldugu

gbzlenmistir.
3. DENEYSEL BOLUM
3.1. Kullahﬂan Kimyasal Maddeler

Standart madde olarak kullamlan AMS Fako ilaglani Ltd.Sti. (Istanbul-
Tiirkiye) den saglénmlstlr. Sertifikalarda %99.0 saf oldugu belirtildiginden ayrica
saflagtirma i$lemiﬁe gerek duyulmamistir AMS igeren farmasotik preparatlar yerel
eczanelerden saglanmigtir. Ayrica deneyler stirecinde kullanilan gradient metanol,
sodyum asetat, potasyum hidrojen fosfat, sodyum hidroksit analitik saflikta olup
Merck (Almanyaj firmasinin tretimidir. Kullanilan bidistile su tiimiiyle camdan

olusan sistem ile laboratuarimizda hazirlanmustir.
3.2. Kullamlan Aletler

Maddenin:;spektrofotometrik analizi Shimadzu marka UV - 2401 PC
model ¢ift 15tk yollu UV — Spektrofotometre ile yapilmistir. Veriler UV PC
Personal Spectoscopy Software Version 3.7 programut ile islenmi$tivr.

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi agamasinda, ¢ozeltilerin hedeflenen pH'a
ayarlanmast sﬁrecinde WTW marka Multiline P4 model pH-metre kullanilmigtir.

Tablet anzﬁlizleri sirasinda ¢ozeltilerin igerdigi ¢oziinmemis safsizliklarin

coktiirilmesi amaéxyla Sigma marka 1.6 model santriflij aleti kullanilmistir.



AEA i¢in Rheodyne (Cotati) enjeksiyon tablasi iizerinde 20 pl’lik loop tagiyan
Shimadzu marka LC — 6A M model pompa kullanilmistir. Maddeye ait sinyaller
Shimadzu marka SPD - 10A UV - VIS detektdr ile detekte edilmis ve sonuglar
yine Shimadzu C — R 7A Chromatopac integrator ile hesaplanmustur.

Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon islemi WTW Sen-Tix 97 T marka
pH elektrodu ve‘l WTW Tetracon marka kondiiktometrik elektrot ile kombine
edilmis WTW Multiline marka P4-Universal model pH metre-kondiiktometre ile

yapilmuistir.
3.3. Uygulanan Yontemlerde Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1.UV - Spektrofotometrik Yontem

UV - spektrofotometrik éallsmalar icin 210,7 mg standart AMS tartilmig
ve 60 ml metanolde ¢oziinerek su ile 100 ml’ye tamamlanm1$t1r. Boylece stok
cozelti 5.02 x 10'{3 M olarak hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltiden 1 ml alinip , 50
ml’ye tamamlanmls ve bdylece ¢ozelti 1,00 x 10* M’a seyreltilmistir. Bu
¢Ozeltiden ahnarak 2.01 x 107 = 1.00 x 10™* M derisim araliginda bir seri ¢ozelti
hazirlanmigtir. Gérekli seyreltmeler bidistile su ile yapilarak maddenin UV

bdlgedeki davranisi incelenmis ve regresyon analizi yapilmistir.
3.3.2.Titri‘metrik Yontemler

Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon islemi uygulanmadan
once titrant olarak kullanilan NaOH ¢6zeltisinin ayarlanmasinda normalitesi
belli HCl ¢ozeltisi kullanilmigtir. 6 kez yapilan potansiyometrik ve
kondiiktometrik titrasyonlar sonucunda NaOH’in derigimi 0.0988 M olarak
belirlenmistir. Standart madde ¢dzeltisinden AMS 0,2920 g tartilarak 30 ml

metanol ve 40 ml su ilave edilerek ¢dzlinmesi saglanmuigtir.
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3.3.3. Akis Enjeksiyon Analizi Yontemi (AEA)

AEA yonteminde AMS trihidrat {izerine pH’in etkisini arastirmak iizere
bir seri tampon gézelti hazirlanmigtir. Bunun i¢in asetat ve fosfat tamponlarindan
yararlanilmugtir. 1 M asetat tamponu ig¢in CH;COONa. H,O’dan 68 g tartilip su ile
500 mI’ye tamamlanmis ve pH 2-6 aralifinda ¢6zeltiler hazirlanmugtir. 1 M fosfat
tamponu igin KZI{IPO4 den 87 g tartlhp 500 ml’ye su ile tamamlanarak pH 7-12
araliginda ¢ozeltilenn hazirlanmistir. Cozeltilerden 100 ml alinarak pH’lan
istenilen degere aYarlanmlstlr. 210.7 mg AMS 100 ml’lik balon jojeye alinarak 60
ml metanolde ¢6ziilmiis ve su ile 100 ml’ye tamamlanmlstlf. Gerekli seyreltmeler
bu stoktan bidistile su kullanilarak gergeklestirilmistir. AMS’in AEA ile yapilan
caligmalarinda en;uygun analiz kosullannin belirlenebilmesi i¢in kullanilan AMS
¢Ozeltisi, baslangigtaki stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile elde edilen 3.00 x 10°M
derigimdeki ¢ozelti ile yapilmigtir.

AMS’in AEA yOntemiyle analizi siiresince kullanilacak analitik ve aletsel
parametrelerin belirlenebilmesi amaciyla bir .dizi inceleme yapilmistir. Bu
asamada kullanilmak iizere 3.00 x 10° M derisimde AMS ¢dzeltisi hazirlanmis ve
deneyler bu ¢dzelti kullamlarak gerceklestirilmistir. AMS’in AEA ydntemiyle
analizi siiresince kullanilacak hareketli fazin belirlenebilmesi amaciyla yapilan
calismalarda %10 - %40 oraninda metanol iceren metanol : su sistemleri denenmis

- ve %10 luk metanbl ¢Ozeltisinin en uygun hareketli faz olduguna karar verilmistir.
4.SONUC VE TARTISMA

4.1. AMS’in UV Spektral Karakteristiklerinin Incelenmesi

Bu ¢alismada UV - spektrofotometrik yontem bir kargilagtirma ydntemi

olarak sec¢tlmistir. AMS’in 5.00 x 10° M derisimdeki bir spektrumu sekil 4.1. de

verilmektedir.
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Sekil 4.1. AMS’in UV Spektrumu (5.00 x 10 M derisimde %60 metanol icerisinde)

Spektrumdan da goriildiigii gibi AMS en yiiksek absorbansi 228.4 nm de |

vermektedir. 2.0 x 10° - 10x 10° M derisim aralifindaki bir dizi ¢6zeltinin 228.4
nm’deki derisim-absorbans iliskisi incelenmistir. Bu derisim araliginda
A=10039.8 C (M) —4.79 x 107, ( r=0.9999 ) denklemine uyan oldukea iyi

bir dogrusallik bulunmustur.
4.2. AMS’in Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyonu

AMS’nin sudaki ¢6zliniirliigii olduk¢a azdir bu nedenle %60 metanolde
¢oziilmiigtiir. Bu kosullarda AMS’in potansiyometrik ve kondiiktometrik olarak
titre edilebilirligi jaras‘cu’llmlstlr. Bu amagla bélﬁfn 3.3.2°de belirtilen kosullarda
AMS ¢ozeltisi analize hazirlanmustic. pH metrenin ve kondiiktometrinin
kalibrasyonundan' sonra hem pH o6l¢iim elektrodu hem de iletkenlik hiicresi
birlikte titrasyon kabma batirilarak ayni anda her iki sinyal birlikte okunmustur.
Boylece aymi kosullarda yapilmis bu iki titrasyon yontemiyle elde edilen
sonuglarin birbirihi tutarhlig1 da incelenmistir. Madde miktan, alkol yiizdest,
¢ozelti hacmi, ortam sicaklii gibi hem pH’t hem de iletkenligi etkileyebilecek
parametrelerin sabit tutulmast saglanmis ve sonuglarn kargilastinlmasinda bu

islemin daha gﬁvehli oldugu saptanmistir.



Analize hazirlanan AMS ¢ozeltisi normalitesi belli HCI ile ayarlanms
0.0988 N NaOH ile titre edilmigtir. Titrasyon siirecinde eklenen baz hacmine karst
ayn! anda hem pH hem de iletkenlik degerleri olgiilerek kaydedilmistir.
Kondiiktometrik - y6ntemin degerlendirilebilrhesi icinde titrasyon siirecinde
okunan iletkenlik degeri lizerinde hacim diizeltmest yapildiktan sonra eklenen baz
hacmine karsi grafige gecirilmigstir. AMS’ye ait kondiiktometrik titrasyon egrisi

sekil 4.2.de verilmektedir.
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Sekil 4.2. AMS’e ait konditktometrik titrasyon egrisi

Potansiyorrietrik yontem i¢in, eklenen baz hacmine karsi pH degerleri
grafige gegirildigiﬁde Sekil 4.3. de goriilen sigmoid bigimli tipik bir titrasyon
egrisi elde edilmistir. Déniim noktasi I ve II tiirevleri yardimiyla hesaplanmugtir.
Kondiiktometrik tiitrasyondaki farkli iki dogrunun kesistikleri nokta olan dénim
noktasiyla potansiyometrik titrasyonda elde edilen doniim noktalarinin birbirine

¢ok yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. AMS’e ait potansiyometrik titrasyon egrisi

Bu sekildeiyapllan potansiyometrik titrasyonlarda 292 mg dolayinda AMS
ve 0.0988 N dolaymnda NaOH ¢ozeltisi kullanilarak %101 degerinde, ayﬁl
kosullarda gerceklestirilmis kondiiktometrik yontemde, doniim noktalarinin
beklenilen degere yakin bir deger olmast nedeniyle % 97 olarak bulunmustur. Bu
bulgulara dayanarak AMS’in miktar tayininde potansiyometrik yontemin son ‘
derece duyarli kondiiktometrik ydntemin ise sinirli kosullarda kullanilabilecegi

saptanmustir.

43. AMS’in  Akis Enjeksiyon Analizi (AEA) ile Yapilan

Calismalarinin Degerlendirilmesi

AEA sistemleri, uygulama ve kullamim kolaylig:, ylksek ormekleme
frekansi ve ¢ok az dmek ve ¢ozelti harcamasiyla 6n plana ¢ikan ve giiniimiizde
genis uygulama alani bulabilen bir yontemdir. Ayrica analiz siiresinin kisa ve
duyarliligin yiiksek olusu da ydntemin listiinliklerindendir. Ayirma ‘islemine
gerek goriilmeyen analizler i¢in sinyaller ¢ok kisa siirede aliabilmektedir.

Cahsmalanh bu bélimiinde AMS’in miktar tayini icin AEA ydntemi

kullanilmistir. Sinyaller UV dedektérde 228.4 nm’de kaydedilmistir. Tastyici



fazin bilesimi, akis hizi ve pH degisimi gibi faktdrlerin sinyal morfolojileri
tizerindeki etkileﬁ arastirilmisgtir.

Bolim 3.3.3°de belirtilen kosullarda yapilan ¢alismalarda %10 - %40
metanol igeren sulu tastyici fazin pik morfolojileri iizerindeki etkisi incelenmistir.
Metanol yiizdesinin artmasinin pik alanlan ve pik yitkseklikleri {izerine herhangi
bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Bu durumda ¢6ziicli harcanmasinin en azda
tutulmas: amaciyla metanol : su (10 : 90 ) sistemi tagiyici faz olarak belirlenmistir.

Akis hizinin saptanmasinda da ayni diisiince ile hareket edilmis ve en
uygun akis hizinin 1.0 ml/ dk olduguna karar verilmistir.

pH’1n siriyaller lizerine etkisini incelemek amaciyla, pH 1.0 - 12.0
arahiginda hazirlanan 2.0 x 10° M derisimdeki AMS cozeltilerinin 16 kez
enjeksiyonu yaplfmxs ve pH’a kars: pik alanlan grafige gegirilmistir. pH’a bagimli
olarak sinyal alaniannda onemli 6lgtide degisimler gbzlenmistir.

Sekil 4.4’aen de géﬁildﬁgﬁ gibi bu degisimlerin en az oldugu bolge pH :
9.0 araligindadir. Bu nedenle pH 9.0’un ¢aligma pH’t olarak seg¢ilmesi uygun
gorilmiistiir. Ayﬁca literatiirde maddenin stabilitesinin pH 8-9 araliginda en iyi
oldugu saptanmustir. Bizim ¢alisma pH’t olarak belirledigimiz pH 9 degeri de

literatiir verileriyle uyusmaktadir [18].
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Sekil 4.4. 2.0 x 10°® M derigsimdeki AMS ¢8zeltisinin pH’a kars: pik alanlari



AMS derisiminin pik sinyalleri iizerindeki etkisini incelemek amaciyla
1.0x 10%- 5.0 x 10° M arals ginda bir seri standart ¢6zelti hazirlanmigtir. Derisim

ile sinyal alanlar arasindaki iliski sekil 4.5."de verilmektedir.

SN ERuE e

Sekil.4.5. AMS’in 1.0 x 10 — 5.0 x 10® M derisimler arasindaki ¢ozeltilerinin

optimum kosullarda eide edilen AEA sinyalleri

AMS ile si;nyal alanlan arasinda;

A=2.79 X 10" C (M) + 18803.1, (r=0.9999)
denklemine uyan ¢ok iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur.

Ayrica y6ﬁtemin validasyonu amaciyla 3 giin boyunca giin i¢i ve
glinler arast dogrqsallxk ve kesinlik hesaplan yapilmistir. Elde edilen veriler
Cizelge 4.1.de topianm1$t1r.

Yontemin tekrar edilebilirligini 6lgmek i¢in 3 ayr giin 3 x 10° M
derigimindeki AMS ¢6zeltisi AEA sistemine enjekte edilmis ve elde edilen
sinyaller istatistikéel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge

4.2. de verilmektedir.
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Cizelge 4.1. AMS’in AEA ile 1.0 x 10° = 5.0 x 10" M derisimindeki ¢ozeltilerinin optimum kosullarda elde edilen sinyallerinin
dogruluk ve kesinlik incelemesi '

Giin I¢i Kalibrasyon

“[Parametreler o : Giinler Arasi Kalibrasyon
1.Giin 2.Giin 3.Giin
{Egim + Standart sapma 3.61x10"° £ 5.41x10° 3.54x10™ +7.52x10° 3.52x10" + 8.31x10° 3.56x10" + 4.65x10°
Kesim 10454.4 10643.5 03419 101464
Korelasyon katsayist (r) 0.9999 0.9998 0.9997 0.9999

Egim + Gilven arahpy

3.61x10" + 5.15%10°

3.54x10™ + 7.16x10°

3.52x10" + 7.92x10°

3.56x10" + 4.43x10°

GA:Giiven Aralift (%95 olasilik diizeyinde)

Cizelge 4.2. AMS’in AEA ile pik alanlarina gore giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglar

Giin i¢i
Parametreler Giinler Arasi
L.Giin 2.Giin 3.Giin
Ortalama 118943.6 117297.3 117872.9 118037.9
Standart Sapma 1320.05 1358.13 1183.03 1417.93
Bag:l Standart Sapma 1.11 1.16 1.00 1.20
Giiven Arali1 (p=0.05) 110143 1133.20 987.10 606.10

GA:Giiven Araligi (%95 olasilik seviyesinde)




Yonteme ait LOD ( S/ N :33 ) ve LOQ (S /N : 10 ) degerleri
strasiyla, 3.3x107 Mve 1.0x107 M olarak bulunmugtur.

4.4.  Gelistirilen  Yontemlerin  Farmasotik  Preparatlara

Uygulanmas:

Bu bélﬁ@de yerel eczanelerden saglanan AMS igeren farkli farmasétik
preparatlar kullanilmxstlr. Tabletlerde 250-1000 mg AMS oldugu bilinmektedir.

Farmakopélerde belirtildigi gibi 625 mg aktif madde iceren
(AMOKLAVI'N@) 1000 mg aktif madde igeren (REMOXIL®) 10 adet tablet tam
olarak tartilarak bir tabletin ortalama agirligi hesaplanmistir. Daha sonra toz

edilen bu tabletler;tayinlerde kullanilmigtir.

4.4.1. UV Spektrofotometrik Yontem ile Farmasotik Preparatlardaki
AMS Tayini

uv spektﬁofotometdk yontem ile c¢alistimak tizere tablet ¢ozeltisini
hazirlamak igin yaklaslk 1 tablet agirligina karsilik gelen AMS iceren toz edilmis
tablet tartilarak 60' ml metanolde ¢6ziilmiis ve 100 ml ye su ile tamamlanmistir
Stizme islemindenj{sonra 5600 rpm. devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Farkli
iki tablet ¢ozeltisinden hazirlanan ¢ozeltilerden 1 ml alimip 100 ml ye
tamamlanmis ve hazirlanan stok ¢ozeltilerin derisimleri remoksil igin 2.38x10™
M amoklavin iginl 1.54x10" M olarak hesaplanmistir. Bu iki stok g¢ozeltiden
uygun seyreltmeler yapilarak her iki ¢ozeltinin de derisimi 6.0x10° M olacak
sekilde hazirlanmustir.

Hazirlanan 1tab1et ¢ozeltileriyle UV spektrofotometrede 8’er olgiim
gergeklestirilmigtir,’ 6lgiimler belirlenen dalga boyunda yapilmistir.Okunan
absorbans degerlerinden hareketle bolim 4.1 de verilen kalibrasyon denklemi
kullanilarak preparatlar igerisindeki AMS’in yiizde miktarlar1 hesaplanmigtir. Iki

farkl: tablet igin elde edilen degerler gizelge 4.3 ve gizelge 4.4 de verilmektedir.
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4.4.2. Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemiyle

Farmasotik Preparatlardaki AMS Tayini

Potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyonda kullamlmak iizere tablet
¢Ozeltisini hazirlamak igin yaklagik 1 tablet agirligina karsilik gelen AMS igeren
toz edilmis tablet tartilarak % 60’likk metanolde ¢ozilmustir. Boliim 4.2 de
belirtilen standart AMS ¢ozeltisine uygulanan kosullar altinda tablet ¢ozeltilerine
potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon yontemi uygulanmistir. Yoéntemin
gitvenirligini 6lgmek agisindan titrasyonlar 8’er kez tekrarlanmustir. Bolim 4.2°de
belirtildigi  sekilde potansiyometrik ve konduktometrik titrasyon egrileri
olugturulmugtur. Potansiyometrik yéntem igin, eklenen asit hacmine karsi pH
degert grafige gegirildiginde sekil 4.6 ve sekil 4.7°de farkl iki tablete ait sigmoid
bigimli tipik titrasyon egrileri elde edilmistir. Tabletlere ait doniim noktalar1 ayrt
ayt her iki egrinin I ve II. tiirevleri yardimiyla hesaplanmustir.

Kondﬁktomietrik titrasyonlar i¢in farkh iki dogrunun kesistikleri nokta tam
olarak belirlenememistir. Baz1 deneylerde ise bu iki dogru pargast birbirine paralel
yada birbirinin u%antlslymls gibi sonuglar elde edilmistir Ayni zamanda
kondiktometrik  ydontem tablete uygulandiginda da benzer sonuglar
gozlendiginden dérﬁlm noktasimin gosterdigi farklilik nedeniyle verilerin hassas
ve glvenilir olama}%acagl ditstincesiyle bu veriler dikkate alinmamustir.

Potansiyométrik titrasyon sonucunda ¢izelge 4.3 ve ¢izelge 4.4 de
gorildugii gibi sonuglar elde edilmistir. Buna gore, tabletler igin sirastyla %99-
103 arahiginda ve}%98-102 araliginda degisen degerler elde edilmistir. Bu
bulgular dogmltuéunda, preparatlardaki AMS tayininde potansiyometrik
titrasyonun tablethr icerisindeki AMS miktarimi  belirlemek igin uygun bir

yontem oldugu soylenilebilir.
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Sekil 4.6. Amoklavin’e ait potansiyometrik titrasyon egrisi

Sekil 4.7. Remoxile ait potansiyometrik titrasvon egrisi



4.4.3. AEA Yontemi ile Farmasotik Preparatlardaki AMS Tayini

AEA yontemi ile galisilmak {izere tablet ¢ozeltisini hazirlamak i¢in bolim
4.4.1’de UV spektrofotometrik yontem ile tablette AMS tayini igin uygulanan
tartim ve seyreltme islemleri yapilmistir. 6.0x10° M derisimindeki tablet
cozeltileri 8’er;} kez enjekte edilmistir. Standart ¢ozelti ile yapilan
tekraredilebilirlik . testinde elde edilen pik alanlari tablet ¢ozeltileri ile
calisildiginda elde edilen pik alanlart oranlanarak yiizde degerleri hesaplanmis ve

bu degerler gizelge 4.3 ve gizelge 4.4. de verilmistir.
4.4.4. Yontemlerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Farmakopélerde AMS i¢in YBSK yontemi  onerilmektedir.
Caligmalarimizda 'UV spektrofotometrik yontem karsilagtirma yontemi olarak
secilmisgtir.

Cizelge 4.3 ve cizelge 4.4. incelendiginde, potansiyometrik ve AEA
yontemlerinden elde edilen tim sonuglarin UV spektrofotometrik yontem
sonuglart ile uyum igerisinde olduklari goriilmektedir.Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler de bunu kanitlar niteliktedir.

Istatistiksel degerlendirmeler, tek yonli, a= 0.05 6nem ve %95 olasilik
diizeyinde yapilmigtir. n-1= 7 serbestlik derecesine gore, istatistiksel tablolarda, F
testi i¢in 3.79, t testi igin 2.36 kritik degerleri verilmektedir. Her iki test i¢inde
hesaplanmig olan degerler, bu kritik degerlerden dustik ¢tkmustir. Bu sonugta
potansiyometrik ve AEA yontemleri ile elde edilen sonuglar ile UV
spektrofotometrik yontemlerle elde edilen sonuglar arasindaki farkin anlamsiz
oldugunu agtklamaktadir.

Sonug olarak; galismalarimizda gelistirilen ve uygulanan potansiyometrik,
AEA ve UV spektrofotometrik yontemlerin, farmasotik preparatlar igerisindeki
AMS tayini i¢in kullanisli ve gegerli yontemler oldugu soylenilebilir. Sonuglar
uygulanan yontemlerin British Pharmacopoeiae (BP) [2] tarafindan kabul

edilebilir sinirlar ig:érisinde oldugunu da belirtmektedir.



Cizelge 4.3. AMS iceren tabletlerin (AMOKLAVIN®) analiz sonuglari (n=8)

Deney No %AMOKLAVIN® FIA [ %AMOKLAVIN® Pot. | %#AMOKLAVIN® UV |
1 99.23 . 102.77 100.28
2 101.17 101.56 99.96
3 97.86 100.63 98.81
4 100.43 99.62 101.12
5 99.78 101.78 102.34
6 101.85 99.75 99.11
7 98.27 102.17 101.44
8 99.76 99.83 100.53
n n=8 n=§ n=38
Kot 99.79 101.01 100.45
% Ortalama 19.96 20.20 20.09
Standart Sapma 1.358 1.219 1.183
Bagl standart sapma | 1.36 1.21 1.18
Giiven Aralig: 0.23 0.20 0.20
F-test 1.844 1.485 Fy95=3.79(tablo)
t-test -1.362 1314 to.05=2.36(tablo)

Cizelge 4.4. AMS igéren tabletlerin (REMOXIL®) analiz sonuglari( n=8)

Deney No %REMOXIL® FIA %REMOXIL® Pot. %REMOXIL® UV
1 99.64 ' 98.70 99.32

2 98.77 99.22 97.65

3 97.93 97.55 98.42

4 101.18 98.79 100.32

5 99.52 100.25 99.14

6 100.92 99.13 98.44

7 98.82 101.45 98.96

3 99.74 99.63 101.19

N N=§ N=8 N=8

Xont 99.57 99.34 99.18

% Ortalama 19.91 19.87 19.84

Standart Sapma 1.092 1.155 1.126

Bagil standart sapma | 1.10 1.16 [.14

Gilven Araligi 0.18 0.19 0.19

F-test 1.192 1.334 Fy.05=3.79(tablo)
t-test 0.997 0.392 to.o5=2-36(tablo)
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