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OZET

AMOKSISILININ FARKLI MATRIKSLERDE YUKSEK BASINCLI
SIVI KROMATOGRAFI SISTEMI ILE DUSUK SEVIYELERDE
TAYINI

Tugce UNUTKAN

Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Seyfullah KEYF
Es Danigman: Dog. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Bu tezde, amoksisilin ila¢ etken maddesinin tayini i¢cin HPLC-UV sisteminde analitik
bir metod gelistirilmistir. Sistemin degisken tiim parametreleri optimize edilerek analitin
diisiik seviyelerde tayin edilmesine yoOnelik deneysel c¢alismalar yapilmistir.
Optimizasyon sonrasinda amoksisilin tayininin Phenomenex Nucleosil C;s kolonunda
0.80 mL min" akis hizinda %15 metanol-%85 fosfat tamponundan (pH 8.5) olusan
hareketli fazin kullanilmasi ile 230 nm dalga boyunda yapilmasina karar verilmistir.
Amoksisilin i¢in sistem analitik performansi tespiti yapilmis, 0.5-1000 mg L™ araliginda
hazirlanan standartlar ile yapilan tayinler sonucunda pik alani i¢in LOD degeri 0.016 mg
L', LOQ degeri 0.052 mg L' ve korelasyon katsayisi (R?) degeri 1.0000 olarak
bulunmustur. Ilk ¢alismada hazirlanan 100 mg L' standart amoksisilin 30 giin igin 3’er
glinliik periyotlarla analiz edilmek kosuluyla oda kosulu (25°C), buzdolab1 (4°C) ve
derin donduruya (-28°C) konularak zaman igerisindeki davranmiglari incelenmistir.
Amoksisilin oda kosulunda 12 giinde bozunurken, buzdolabi1 ve derin dondurucuda
bozunmadig tespit edilmistir.

Piyasada bol tiiketimi olan Marka A (slispansiyon), Marka B (siispansiyon), Marka C
(tablet) ve Marka D (tablet) ilaclarinin yapilarinda bulunan amoksisilinin kalitatif ve
kantitatif tayini amaci ile analiz edilmistir. Amoksisilinin mide ortamindaki davraniginin
tespiti amaci ile yapilan ¢alismada, mide ortami hazirlandiktan sonra Marka D
antibiyotiginden bir adet tablet yapay mide sivisina atilmistir. 0. ve 240. dakika arasinda
her yarim saatte bir numune alinarak analiz edilmistir. Elde edilen verilere gére zamanla
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amoksisilin pik alam ve yiiksekligi azalirken, yaklasik 3. dakikada bagka bir pik
olustugu, bu pikin alan ve yiiksekliginin zaman igerisinde arttig1 gézlenmistir.

Gelistirilen analitik yontemin atiksu Orneklerinde bulunan amoksisilinin tayininde
kullanilabilirligini tespit etmek amaci ile ¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla atiksu 6rnegi
filtreden gegcirilip optimum sartlar altinda HPLC sisteminde analiz edilmis ve 6rnegin
amoksisilin igermedigi goriilmiistiir. Ornege 10 mg L™ derisim elde edecek sekilde stok
¢Ozeltiden amoksisilin spike edilmis elde edilen verilerden amoksisilinin atiksudan geri
kazanim veriminin %97 oldugu bulunmustur.

Amoksisilin i¢in yapilan biyoerisilebilirlik calismasi i¢in ise dort farkli bitki (marul,
kivircik, nane, kereviz) topraksiz tarim ile yetistirilmistir. Bitkilerin yetismesi igin
gerekli besinler amoksisilin ¢dzeltisinde hazirlanmistir. Cozeltilerden ilk giin, 6. giin ve
12. giinlerde alinan numunelerin analizleri sonucunda amoksisilinin zamanla matriks
kaynakli olarak bozundugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amoksisilin, HPLC, Ilag, Yapay Mide Ortam, Atiksu,
Biyoerisilebilirlik

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DETERMINATION OF LOW QUANTITIES OF AMOXICILLIN IN
DIFFERENT MATRIXES WITH HIGH PRESSURE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Tugee UNUTKAN

Department of Chemical Engineering
MSc. Thesis

Adviser: Asst. Prof. Dr. Seyfullah KEYF
Co-Adpviser: Assoc. Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

In this thesis, a highly sensitive analytical HPLC-UV method was developed for the
determination of amoxicillin which is a pharmaceutical active compound. All variable
parameters of the system was optimized and experimental studies were achieved for the
determination of low levels of the analyte. After optimization studies, amoxicillin
determination were decided to be performed on Phenomenex Nucleosil C;z (100A
250x4.00 mm, Sum) column with mobile phase with the ratio of %15 methanol
(CH3;0H)-%85 phosphate buffer, 0.8 mg mL™" flow rate and UV detection at 230 nm.
Linearity range for amoxicillin was found as 0.5-1000 mg L. Limit of detection (LOD),
limit of quantification (LOQ) and correlation coefficient (R?) values for peak area are
0.016 mg L, 0.052 mg L and 1.0000, respectively. As first study, 100 mg L™ standard
amoxicillin behaviour was determined in room condition (25°C), refrigerator (4°C) and
freezer (-28°C). In every 3 days since 30 day, a sample was taken from each and
analyzed on HPLC system. Amoxicillin degraded in 12 days in room condition and did
not degrade in refrigerator and freezer.
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Amoxicillin in the structure of the most consumed drugs on the market as Brand A
(suspension), Brand B (suspension), Brand C (tablet) and Brand D (tablet), was analyzed
for the qualitative and quantitive determination. In a study performed for the behavior of
amoxicillin in the simulated gastric juice, after the preparation of the simulated gastric
juice, one tablet of Brand D was put into. A sample was taken in every half hour period
between 0 min and 240 min for analyzing. Based on obtained datas, amoxicillin peak
area and peak height was decreased in time while another undefined peak values at
about 3 min was increased.

In order to determine the availibility of the developed analytical method for the
determination of amoxicillin in waste water samples, some studies was performed. A
sample of wastewater was filtered and analyzed on HPLC system under the optimum
conditions and it was observed that wastewater did not contain amoxicillin. Amoxicillin
was spiked from stoke solution to wastewater. As a result of the obtained datas, the
recovery efficiency from wastewater of amoxicillin was found as 97%.

Furthermore, 4 different plants (lettuce, cabbage, mint, celery) was grown with
hydroponics for bioaccessibility study of amoxicillin. Plants with hydroponics were
prepared with amoxicillin solutions containing the necessary nutrients for the growth of
the plants. First day, 6. day and 12. day a sample was taken from each plant solution. As
a result of analysis, it was observed that amoxicillin was degraded in time by matrix
effect.

Keywords: Amoxicillin, Medicine, Simulated Gastric Juice, Wastewater,
Bioaccessibility

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1  Literatiir Ozeti

Ilaglar, insan ve hayvanlarda hastaliklarin &nlenmesinde, tedavisinde 6nemli bir rol
oynamaktadir [1]. Antibiyotikler, diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok kullanilan ilaglardandir
[2], [3]. En genis kullanim alanina sahip antibiyotikler ise beta laktam sinifidir.
Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta laktamaz
inhibitorleri (klavulonat, sulbaktam, tazobaktam) olmak tizere simiflandirilirlar [4], [5].
Penisilinler en 6nemli ve en eski antibiyotiklerdendir. Bakteriyel hiicre duvarlarindaki

peptidoglikan tabakanin sentezini engelleyici etkide bulunurlar [6], [7].

Amoksisilin, antibiyotik ilaclardan penisilinler grubuna dahildir. Gram pozitif ve gram
negatif bakterilere karsi belirgin etkinlie sahip genis spektrumlu beta laktam
antibiyotiklerindendir ve iyi bir oral biyoyararliliga sahiptir [8], [9]. Buna karsin, beta
laktam halkasinin C-N bag1 ayrilmasi nedeniyle gastrik asitte diigiik bir karaliliga
sahiptir [8], [10]. Tablet, kapsiil ve siispansiyon gibi ¢esitli formiilasyonlarla ilag

endiistrisinde yer bulmustur [8].

Amoksisilin tayininde en sik ve en basarili sekilde kullanilan yontemlerden biri yiiksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC)’dir. HPLC ucucu olan ve ugucu olmayan
bilesenleri analiz edebilme yetenegiyle klinik laboratuvarlarda kullanilabilir [11]. HPLC
bu alanda kullanilan en temel metottur. HPLC metod optimizasyonu, parametrelerin ve
kimyasal degiskenlerin (mobil faz pH’s1, tampon tiir ve konsantrasyonu, akis hizi, kolon
sicakligl, detektor dalga boyu) c¢esitliligi nedeniyle karmasik bir islemdir.
Optimizasyon, ayirma se¢iciligini ve diger performans kriterlerini gergeklestirmek icin

onemli bir adimdir [12].



Ashnagar ve Gharib (2007), HPLC teknigiyle bazi Iran ila¢ sirketlerinde iiretilen
antibiyotik 1ilaglarin her birindeki degisen dozajdaki aktif bileseni inceleyip
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada penisilin i¢indeki amoksisilin, kloksilin ve amfisilin
saflig1 tayin edilmistir. Elde edilen sonuca gore, gesitli dozaj formlarinda kullanilan

ilaglarin aktif bilesenlerinin saflik yiizdesi %100 olarak bulunmustur [13].

Samanidou ve arkadaslar1 (2006), amoksisilin, oksasilin, kloksasilin ve dikolksasilin
iceren 4 penisilin antibiyotigini belirlemek i¢in HPLC’de kantitatif tayin metodu
gelistirmislerdir. Biyolojik matrikteski penisilinli ilacin segici ¢ozeltiye alinmasindan
sonra Inertsil ODS-3 (250x4 mm, 5 um) kolonda ayristirilmistir. Mobil faz olarak 0.1%
TFA (pH 1.0) ve ACN, PDA dedektoriinde 240 nm’de ¢alisilmustir. I¢ standart olarak
ise salisilik asit (5 ng pL™") kullanilmistir. HPLC metodu biyolojik 6rneklere basariyla

uygulanmis ve %91 ve %103 arasinda degisen geri kazanim elde edilmistir [14].

Dousa ve Hosmanova (2004), hazir karisimlarda amoksisilin miktar tayinini yapmak
icin HPLC metodu gelistirmisler ve test etmislerdir. Hazir karisimlar 100 mL metanol-
su (800:200, v/v) karisiminda 10 min boyunca ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstrakt,
Agilent Zorbax SB-Ci3 (4.6 mmx150 mm, Sum) kolonunda, 10 mM heksan-1-stilfonik
asit sodyum tuzu igeren su-metanol-fosforik asit-trietilamin (842:150:4:4) bilesiminde
mobil faz (pH 3.5) kullanilmistir. UV dedektoriiyle 230 nm’de ¢alisilmistir. 2.0-40 mg
mL" konsantrasyon arah@mnda yaptiklari kalibrasyon sonuglarina gore, hesaplanan
%100.1 dogruluk ve %0.6 standart sapma ile metodun uygun oldugunu goéstermislerdir

[15].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin ana amaci farkli matrikslerde bulunan amoksisilinin diisiik
seviyelerde tayin edilmesine yOnelik bir analitik yontem gelistirmektir. Bu kapsamda
gelistirilen yontem raf dmrii agsamasindaki amoksisilinin yapsinda degisimi HPLC ile
analiz  edilerek antibiyotigin  etkinligini koruma  sartlarinin  belirlenmesi
amaclanmaktadir. Ilac endiistrisinde aktif bilesen olarak bulunan amoksisilin iceren
ilaclardaki amoksisilin miktar tayini ile ilag prospektiislerinde belirtilen miktarlar
karsilastirilmak istenmistir. Amoksisilinin mide ortamindaki davranisinin incelenmesi
tezin diger bir amacini olusturmustur. Ayrica eser miktarda amoksisilinin atiksulardan

yiiksek geri kazanim yoluyla tayin edilmesi hedelenmistir. Bunlara ek olarak, topraksiz



tarimla amoksisilin yetistirilmesi amaclanarak amoksisilinin biyoerisilebilirlik ¢alismasi

hedefi konulmustur.

1.3 Hipotez

Diinyadaki toplam Ar-Ge harcamalarinin  %15-16 ilag sektorii tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ilag Ar-Ge harcamalar1 uzun siire¢ ve yiiksek maliyet
gerektirmektedir. Bir molekiiliin saglik yasantisinda kullanilabilir giivenlikte ilaca
donligmesi  ortalama 10-15 yili bulabilmekte ve yiiksek yatinm tutarlar
gerektirmektedir. Insan sagligi yapilan bu kadar yatirnmin karsiliginda en iist diizeyde
verim almabilmesi gerekirken oOzellikle antibiyotiklerin kullaniminda uygunsuzluk,
gereksiz sarfiyat bulunmaktadir. Antibiyotiklerin liretimden hastanin kullandig1 zamana
kadar hizmet Omrii konusunda yapilan c¢alismalar yetersizdir. Antibiyotiklerin
kullantminin detaylar1 hakkinda bilgisizlik, duyarsizlik konusuna dikkat cekmek
gerekmektedir. Antibiyotigin raf omrii boyunca aktif madde miktarindaki degisimin
antibiyotik direncine etkisinin belirlenmesiyle saglik harcamalarindaki antibiyotigin
ekonomik degeri ve gercek anlamda insan sagligina etkisinin degerlendirmesi igin
onemlidir. HPLC amoksisilin analitinin farkli matrikslerde yiiksek dogruluk ve
kesinlikte tayininde kullanilan en giivenilir yontemlerden birisidir. HPLC sistem
parametreleri optimize edilmelidir. Amoksisilinin viicutta biyoerisebilirliginin tespitinde
mide ortaminda davranigi son derece Onemlidir. Bu kapsamda yapilacak c¢aligmalar
literatiirde var olan eksikligi tamamlamada onemli katkilar saglayacaktir. Ayrica,
amoksisilinin 6zellikle atiksularda eser miktarlarda tayini, bir aritma stratejisi olmayan

bu tiirlin ¢evre drneklerinde derigiminin tespitinde dnem tagimaktadir.



BOLUM 2

ANTIBIYOTIKLER

2.1 Antibiyotiklerin Tanmimi ve Tarihcesi

Antibiyotikler, bakteri, mantar ve aktinomisetler gibi mikroorganizmalarin neden
oldugu enfeksiyon hastaliklarini tedavisinde kullanilan, bu mikroorganizmalar1 6ldiiren
veya onlarin iiremelerini durduran maddelerdir [16]. Giinlimiizde en yaygin olarak
kullanilan ilaglar arasindadir. Bagska mikroorganizmalar tarafindan olusturulup ortama
salimanlar antibiyotikler, kimyasal maddelerden olusturulanlar ise kimyasal

antimikrobik ilaclar olarak isimlendirilir [17], [18].

Giliniimiizden 4000-5000 yil 6nce Cinliler, baz1 bitkisel maddeleri enfeksiyonlarin
tyilestirilmesi i¢in kullanmislardir. Bu alandaki ilk 6nemli gelisme, 1877 yilinda Pasteur
ve Joubert’in, mikroorganizmalarin antibiyotikler tarafindan tedavi edilebilecegini
diisiinmesi olmustur [19], [20]. Almanya’da I. G. Farbenindustrie’de arastirmaci olan
Domagh, 1935 yilinda bakteriyel hastaliklar iizerine ¢alismalar yapmis ve ilk
oral/kemoterapotik antibiyotik olan prontosili kesfederek 1938 yilinda Nobel 6diiliinii
kazanmistir. II. Diinya Savasi’nin yasandigir yillarda sulfonamidlerin giderek artan
diren¢ gelismesine bagli olarak kullanilirligi azalmis ve daha dar alanlarda kullanilmaya

baglanmistir [21].

Londra’da St Mary’s Hospital’da ¢aligmalar yapan Alexander Fleming’in bir tesadiif
sonucunda gozlemledigi ve penisilin adin1 verdigi madde, 1940°da Chain ve Flarey’in
mikroorganizmalar iizerine dldiirticii etkisi ile deneysel olarak kanitlanip tedavide yer

almaya baglamistir [21].



Giiniimiizde ise bir¢ok yeni antibiyotik gruplar1 gelistirilmistir ve ¢esitli enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun yani sira hayvanlarin ve balik gibi canlilarin

saglig, besin verimliligi gibi alanlarda da kullanim alanlar1 bulunmaktadir [22].

2.2 Antibiyotiklerin Smiflandirilmasi

Antibiyotikleri etki giiclerine, etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarima ve

farmakokinetik 6zelliklerine gore ¢esitli sekillerde siniflandirmak miimkiindiir [23].

2.2.1 Kimyasal Yapilarina Gore Siiflandirma

Antibiyotikler, kimyasal yapilarina gore beta laktamlar, fenikoller, siilfonamidler,
tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, linkozamidler, polipeptidler, kinolonlar,

nitrofuranlar, imidazoller ve rifamisinler olarak siniflandirilirlar [22], [24].

Beta-laktam antibiyotikler, kimyasal yapilar1 farkli bir¢ok antibiyotigi iceren, en yaygin
ve genis bir smuftir. Bu smifta yer alan antibiyotiklerin tiimii, beta-laktam halkas1
bulundurur ve etki mekanizmalar1 aynidir. Bu grupta bulunan antibiyotikler penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktam grubu beta-laktam antibiyotiklerdir

[25].

Penisilinler, genis spektrumlu, klinik olarak gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 kullanilan en eski ve en 6nemli antibiyotiklerdir [10]. Bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonu tedavi etmek i¢in kullanilan ilk dogal antibiyotiktir. Penisilinin kesfi,
antibiyotik biliminin baslangici olarak kabul edilebilir. Bu sebeple biyoloji, tip ve kimya
gibi alanlardaki gelismeler i¢in ¢ok dnemlidir [26].

2.3 Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, tedavi siirecince bakterilerin direng mekanizmasi gelistirerek
antibiyotikten etkilenmemesidir. Antibiyotik direnci, dogal ve kazanilmis direng¢ olarak
ikiye ayrilir. Dogal direng, ilacin mikroorganizmaya etki etmesi i¢in organizmanin
yapisindan kaynaklanan dogal engellerin bulunmasindan dolayr olusur ve kalitsal
degildir. Kazanilmis direngte ise ilk tedavi uygulamasinda mikroorganizma antibiyotige
kars1 direnclidir. Ilag-mikroorganizma temas siiresi artifinda ve yinelenen tedavilerle

antibakteriyel etkiye kars1 direng gelisir [23], [27].



Antibiyotik direnci ile ilk olarak hastanelerde karsilagilmistir. Bu durum, kontrolsiiz ve
artan antibiyotik kullanimu ile birlikte gelisen iilkeler i¢in 6nemli bir problem haline
gelmigtir [23], [28]. Giliniimiizde antibiyotiklere karst mikrobiyal diren¢ artisi,
tedavilerin etkinligini azaltmasi, 6liim oranlarini ve saglik hizmet maliyetlerini artirmasi

sebebiyle diinya genelinde halk sagligini tehdit etmektedir [29].

2.4 Akilcr Antibiyotik Kullanimi

Antibiyotiklerin yanlis tiiketimi son yillarda halk saglig1 agisindan énemli bir konudur.
Antibiyotiklerin yanlis ve kontrolsiiz kullanimi, mikroorganizmalarin antibiyotige kars1
direncini de artiracagindan, hastalarin yiiksek dozda, uzun bir zamanda tedavileriyle ya
da oliimleriyle sonuglanmaktadir. Bu durum ekonomik olarak yiiksek ilag harcamalarina

da sebep olmakla birlikte, hasta ve kurumlar i¢in de sorunlara da yol agmaktadir. [30].

Antibiyotik kullanimmin dogru yapilmasi ve tedavinin etkili olabilmesi i¢in akilci
antibiyotik kullanimi olduk¢a oOnemldir. Antibiyotikler uygun doz ve optimum
araliklarla alinmali doktor tarafindan onaylandigi durumlarda kullanilmalidir. Bu
sekilde mikroorganizmanin antibakteriyel etkiye karsi diren¢ olusturmasi engellenir ve

en etkili bicimde tedavi saglanmis olur [31].



BOLUM 3

AMOKSISILIN

3.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Amoksisilin; kirli beyaz renkte, karakteristik kokulu, acimsi kristalize tozdur. Kimyasal
formiilii C;6H;9N3O5S’dir ve 6-[2-amino-2-(4-hidroksifenil)] asetamino-3,3-dimetil-7-
okso-4-tiya-1-azabisiklo [3.2.0] heptan-2-karboksilik asit seklinde adlandirilir.
Trihidrat, sodyum tuzu veya susuz formu olarak hazirlanabilir [32]. Sekil 3.1°de

amoksisilinin kimyasal yapis1 goriilmektedir.

—3 _-CH4
‘8( CH,

COOH

Sekil 3.1 Amoksisilinin Kimyasal Yapisi

3.2 Amoksisilinin Antibiyotiklerdeki Yeri

Amoksisilin, genis spektrumlu, yiiksek c¢oziiniirliik ve absorpsiyona sahip, asidik
kosullar altinda yiiksek aktiviteli, onemli beta-laktam antibiyotiklerden biridir [33],
[34]. Gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara kars1 etkili bir yar1 sentetik bir
penisilindir. Diger beta-laktam antibiyotiklerden daha iyi absorbe oldugu i¢in genellikle
bu sinif i¢inde daha ¢ok tercih edilir. Baglayici protein i¢in diisiik kapasiteye sahiptir ve
absorpsiyondan sonra ¢esitli dokularda dagitilir. Tiim beta-laktam antibiyotikler gibi,
peptidoglikan sentezinin son asamasinda miidahale ederek bakteri hiicre duvari

olusumunu engeller [33] ,[34], [35], [36], [37], [38], [39]. Amoksisilin, yan etkilerinin



az olmasi ve bakterisid olmalar1 sebebiyle de diger beta-laktam antibiyotiklerine gore

bir adim Ondedir.

Penisilinler, molekiiler yapilarima gore, dogal penisilinler, penisilinaza direncli
penisilinler, aminopenisilinler, karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ve beta-laktamaz
inhibitdrlii penisilinler olmak {izere 6 baslikta incelenebilir. Amoksisilin, penisilinlerden

aminopenisilinler grubuna girer [40].

3.3 Farmakokinetik Ozelligi

Amoksisilin oral ve parenteral yollarla kullanilabilir. Biyoerisilebilirligi (>90),
ampisilin ve bakampisiline gore daha yiksektir. Bagirsaklardan emilimi hizli
gerceklesir [40]. Amoksisilin %90 oraninda viicuda absorbe edilir, yiyeceklerden ve
eszamanl alian diger ilaglardan etkilenmez. 500 mg oral dozu 1 ile 1.5 saat i¢inde
yaklasik 10 pg mL™ konsantrasyonda en yiiksek pik plazmasim iiretir. ilacin yarilanma
omri 1 saattir [41], [42]. Amoksisilin asil atilim yolu bobreklerdir ve 6 saat i¢inde

%75°1 idrarla atilir [41], [43], [44], [45].

3.4 Amoksisilinin Ila¢ Endiistrisindeki Yeri

Amoksisilin kulak, burun, bogaz, idrar, deri ve deri yapisi, alt solunum yollar1 ve
spesifik organizmalarin duyarli suglarinin neden oldugu akut komplikasyonsuz gonore
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir [46]. Bu aktif bilesen ilaclarda siispansiyon,
tablet ve flakon seklinde, trihidrat formunda ve potasyum klavunalat ile kombine olmus
halde bulunabilir [47]. Potasyum klavulanat, amoksisilin etkisini artirict etkide bulunur.
Bu antibiyotikleri iceren yeni ilag iletim sistemlerinin gelistirilmesi ve bu aktif
maddeleri iceren farkli formiilasyonlarin karsilastirilmasi igin ¢alismalar sirasinda es

zamanli olarak sulu konsantrasyonlar1 halinde 6l¢iilmesi istenmektedir [48].

Cizelge 3.1’ de Tiirkiye’de kullanimda olan amoksisilin igeren ilaglarin ila¢ piyasasinda

bulunuslarinin listesi goriilmektedir [49].



Cizelge 3.1 Amoksisilin igeren ilaglar

Ilag Firma fla¢ formu
Tablet
Alfoxil Actavis '
Siispansiyon
Atoksilin Atabay Tablet
. Tablet
Largopen Bilim '
Stispansiyon
Largopen-BID Bilim Stispansiyon
Tablet
Remoxil I. E. Ulagay Siispansiyon

Flakon




BOLUM 4

ILAC ETKEN MADDE MIiKTAR TAYINLERIi

4.1 Spektroskopik Yontemlerle Miktar Tayini

Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiiler spektroskopiden olusan, ilag etken
maddelerin tayinininde sik olarak kullanilan yontemler biitiiniidiir. Molekiil, atom veya
iyonun elektron sisteminin uyarilmasiyla absorplanan ya da yayilan elektromanyetik
istmanin  Olgiilmesiyle ilagtaki etken maddeleri ve miktar tayinlerini yapmak
miimkiindiir [50], [51], [52]. Spektrometrinin esasi, atom, molekiil veya iyonlarin g¢esitli
sekillerde etkilesimi sonucu (absorpsiyon, emisyon vb.) kalitatif ve/veya kantitatif

olarak Ol¢tilmesidir [50], [53].

Literatiirde kullanilan bir¢ok spektroskopik yontem mevcuttur. Bunlar; Ultraviyole ve
Goriintir Alan  Spektroskopisi, Floresans ve Fosforesans Spektroskopisi, Atomik
Absorbsiyon Spektroskopisi, Titresim (Infrared + Raman) Spektroskopisi, Niikleer
Magnetik Rezonans Spektroskopisi, Kiitle Spektroskopisi, X-1sinlar1 Spektroskopisi,
Yiizey Analiz Metotlar1 olarak 6zetlenebilir [54].

Literatiirde amoksisilin tayininde bir¢ok analitik yontem kullanilmistir. Her yontemin
digerlerine avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Matrikste bulunan miktar, dogruluk,
duyarlik gibi bir¢ok parametre tayinde kullanilan yontemin se¢ciminde parametre olarak
g0z Oniine alinmaktadir. Ahmadi ve arkadaslari, amoksisilin tayini i¢in ucuz ve kolay
bir yontem oldugundan dolay1 spektrometrik yontemi tercih etmislerdir. Fakat bu
yontemin hassasiyetinin diisiikliigii ve seciciliginin zayif olmasi nedeniyle bir 6n islem
olarak kati faz ekstraksiyonu kullanmiglardir. Amoksisilinin spektrometrik tayini i¢in
hassasiyeti artirmak amaciyla amoksisilinin renkli azo-tlirevini sentezleyip UV-

spektrometresinde tayini yapilmistir. Nano adsorban sentezleyip TEM, XRD ve FT-IR
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cihazlarinda Ol¢limlerini yapilmistir. Sonraki adimda amoksisilinin adsorpsiyon ve
desorpsiyon verimliligi etkileyen faktorleri optimize edilmistir. 5.0~1000.0 ng mL™"
araliginda konsantrasyon olgiilmiis ve belirtilen galismada LOD degeri 3.0 ng mL™

olarak bulunmustur [55].

4.2 Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, bagimsiz degisken kullanilarak bagimli degiskeni Slgme
prensibine dayanan, ¢ozelti ve c¢ozelti ile elektrod sisteminin elektrikle etkilesimi
sonucu sistem tarafindan verilen cevabin 6l¢iilmesiyle gerceklestirilir. Potansiyel, akim

ve zaman bu teknigin parametreleridir [56].

Elektroanalitik yontemler, statik yontemler ve dinamik yontemler olmak {izere iki ana
grupta smiflandirilmaktadir [57], [58]. Statik yontemler, net akimin sifir oldugu (i=0)
denge durumundadir ve potansiyometri, segici elektrotlar ve potansiyometrik
titrasyonlar olmak tizere gruplandirilabilir. Dinamik yontemlerde ise denge durumundan
net akim goézlenir (i£0). Potansiyel kontrollii, akim kontrollii ya da yiik kontrolli
yontemler olarak siniflandirilabilirler [57], [59]. Dinamik yontem siniflandirilmast Sekil

4.1°de goriildiigi gibidir.

Dinamik Yéntemler

— ]

Potansivel kontrollii Akim kontrolli Yiik kontrollii
yintemler yvintemler yontemler

- Kronoamperometri - Kronopotansivometri

- Kronokulometri - Kulometrik titrasyon

- Potansivel kontrollii
Kulometri

-Voltametri ( Hidronidamik voltametri, puls voltametri, sabit elektrot voltametri )

Sekil 4.1 Elektroanalitik yontemlerden dinamik yontemin siniflandirilmasi [60]

Elektrot tepkime mekanizmalarinin belirlenmesi, eser miktardaki maddelerin miktar
tayinlerinin yapilmasi, elektrot tepkimelerinin kinetiklerinin incelemesinde akimin sifira

esit oldugu teknikler ve voltametrik teknikler kullanilmaktadir. Voltametrik teknikler
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kronoamperometri, kronokulometri, doniisiimlii voltametri, kare dalga voltametri,
diferansiyel puls voltametri, normal puls voltametrisi, siyirma voltametri olarak
gruplandirilabilir [56]. Elektroanalitik tekniklerin birbirinden farki, miktar tayini i¢in
kullanilan elektrik sinyalinin dalga sekillerinin gesitli olmasidir [57], [60].

Brahman ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada, misel ortamda karbon past elektrotla
modifiye edilmis polianilin filminde amoksisilinin adsorplayici voltametrik davranisini
inceleme amaciyla hassas ve secici bir yontem gelistirmeyi amaglamiglardir. Bu amagla
doniistimlii  voltametri, kare dalga voltametri ve diferansiyel puls voltametri
kullanilmigtir. Amoksisilinin 2.0-6.5 pH’ta 0.2 M asetat tamponundaki voltamogramlari
icin OH grubunun oksidasyonuna bagli olarak bir oksidasyon piki gdézlemlenmistir.
Doéniistimlii volrametri ¢alismalarinda elektrot yiizeyinde amoksisilin oksidasyonunun
geri donilistimlii bir adim ve difiizyon kontrollii oldugu goriilmiistiir. Analizler
sonucunda amoksisilin icin LOD/LOQ degerleri kare dalga voltametri ile 3.5x10
19/1.5x107, diferansiyel puls voltametri ile 7.3x107'%/5.4x10” elde edilmistir [61].

4.3 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karigimdaki fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birbirine ¢ok benzeyen
maddeleri birbirinden ayirmak i¢im kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde sabit faz ve
hareketli faz olmak {izere birbiriyle karismayan iki faz bulunur. Karisimdaki bu
maddeler, hareketli faz yardimi ile sabit faz {izerinden farkli hizlarda gecerek
birbirinden ayrilirlar [62]. Sabit faz ve hareketli faza tutunmalarina gore, hareketli faza

daha fazla tutunan madde daha hizlidir ve sistemden daha 6nce ¢ikar [63].

4.3.1 Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler ayirma mekanizmalarina gore, hareketli faza gore, uygulanan
teknige ve kullanim amacina gdre dort farkli sekilde siniflandirilabilirler [62]. En ¢ok

kullanilan siniflandirma ¢esidi hareketli faza gore yapilir.

Ayirma mekanizmasina gore siiflandirma: Adsorpsiyon kromatografisi, partisyon
kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi, jel filtrasyon (molekiiler eleme)
kromatografisi, afinite kromatografisi, zone elektroforez ve chiral kromatografi olarak
siiflandirilirlar. Bunlardan adsorpsiyon kromatograsifi, bilinen en eski kromatografik

yontemlerden biridir [62], [64], [65].
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Hareketli faza gore simiflandirma: Sivi ve gaz kromatografisi olmak {iizere ikiye
ayrilir. Sivi kromatografisi (LC), sivi-kat1 ve sivi-sivi kromatografisi olmak tizere iki
sekildedir. Gaz kromatografisi (GC) ise gaz-kat1 ve gaz-sivi kromatografisi olmak iizere

iki gesittir [62], [64], [65].

Kullanim amacina gore simiflandirma: Analitik kromatografi (kalitatif ve kantitatif
kromatografi) ve preparatif uygulamalar (karisimlardan saf madde elde etme) olarak

siniflandirilabilir [62].

Uygulanan teknige gore smflandirma: Kolon kromatografisi, diizlemsel
kromatografi, gaz kromatografisi, yliksek basingli sivi  kromatografi ve
elektrokromatografi olarak siiflandirilirlar [64], [65]. Diizlemsel kromatografi ise
kendi i¢inde ince tabaka kromatografi (TLC) ve kagit kromatografi (PC) olmak iizere
ikiye ayrilir [62].

Kromatografik yontemler hassas ve verimli sonuglar elde edilmesini saglar. Buna karsin

toplam kromatografik ¢alisma siiresi uzun ve rutin analizler i¢in uygun olmayabilir [55].

4.4 Amoksisilin Miktar Tayin Yontemleri

Amoksisilinin miktar tayinini yapabilmek i¢in bir¢cok analiz yontemi mevcuttur. Bu
yontemler mikrobiyolojik tekniklerle dlgme [66], enzimatik Olglim  [67],
spektroflurometrik [68], [69], UV spektrofotometrik [70], [71], kapiler elektroforez
[15], [72], [73] [74], [75], [76], polarografi/voltametri [77] ve siv1 kromatografi ardisik
kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) [79] ve yiiksek basingli sivi kromatografisi olarak
Ozetlenebilir [19], [79].

Yapilan analizlerin koaylik, maaliyet, hassasiyet, dogruluk ve secicilik kavramlar1 goz
online alindiginda, HPLC yonteminin diger yontemlere gore {stiinliikleri oldugu

literatlirde rapor edilmistir [15].
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BOLUM 5

YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)

Yiiksek basingl s1vi kromatografisi, bir ¢ozelti igerisindeki belirli bir bilesenin kalitatif
ve kantitatif tayininde kullanilir [80]. Yiiksek dogruluk ve hassasiyette calisilabilmesi,
ucucu olan ve ugucu olmayan bilesikleri analiz edebilme yetenegi Onemli
avantajlarindandir [11]. Prensibi, bilesiklerin s1v1 olan hareketli faz ve kat1 olan sabit faz
arasinda ayriminin gergeklestirilmesine dayanir. Sabit faz, gdzenekli bir ortamdir [4],
[81]. Ayirma islemi, sabit faza bagl olarak dagilma, adsorpsiyon veya iyon degistirme

mekanizmalari ile meydana gelir [19].

5.1 HPLC Tiirleri

HPLC; dagilma (partition), adsorpsiyon sivi kromatografisi, iyon degistirme sivi
kromatografisi ve jel gecirgenlik veya molekiiler eleme sivi kromatografisi olmak {lizere

dort gesittir. Adsorpsiyon sivi kromatografisi; normal fazli ve ters fazli olmak iizere iki

sekilde siniflandirilir [82], [83], [84].

Normal fazli kromatografide, sabit faz polar, mobil faz apolardir. Benzer ozelliklere
sahip maddelerin birbiri i¢cinde dagilma o6zelligi yiiksektir. Bu sebeple bilesenlerden
polaritesi diisiik olan mobil fazda daha iyi ¢6ziineceginden kolondan daha once ¢ikar.
Ters fazli kromatografide ise sabit fazin polarlig1 mobil fazdan daha fazladir. Sabit faz
genellikle hidrokarbondur. Oktadesilsilan (ODS), Cs, kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve
fenil gruplar1 sabit faz olarak kullanilmaktadir. Mobil faz ise genellikle sulu karisim
veya tamponlardir. Metanol, asetonitril, etanol, propanol ve tetrahidrofuran en cok

kullanilan ¢oziictilerdir [4], [85].

14



5.2 HPLC Temel Donanimlari

HPLC sisteminin donanimi pompa, enjektor, dedektor ve goriintiileme sistemi igerir.
Sistemde en 6nemli kisim, ayirma igleminin gerceklestigi kolondur. Yiiksek basingli
pompa, mobil fazin kolon boyunca hareket etmesini saglar. Analit(ler) enjekte edildigi
anda kromatografik siire¢ baglar. Bilesenlerin polarite farkina gore ayrilmasi gerceklesir
ve mobil faz kolon boyunca pompalanir. Sonug olarak kolonda ayrilan her bir bilesen
goriintiileme sisteminde pik olarak goriiliir. Dedektoriin her bilesen igin cevabi bir
kromatogramdir. Ayristirilan bilesenlerin tespiti, kullanilan detektore baglidir [86], [87].

Sekil 5.1’de HPLC sisteminin sematik gdsterimi verilmistir.

Mobil faz Pompa |—m| MNumune
Enjektéri \

Kolon

Gorintileme Dedektsr /

Sistemi

Sekil 5.1 HPLC sisteminin sematik gosterimi

5.2.1 Mobil Faz

Mobil faz tipi ve bilesimi analitlerin birbirlerinden ayrilmasinmi etkiler. Degisik tiir
HPLC cihazlan igin degisik ¢oziiciiler kullanilir. Normal fazli HPLC i¢in ¢6ziicii
genellikle apolardir. Ters fazli HPLC igin ise ¢0ziisii suyun bir karisimidir ve polar bir
organik c¢oziiciidiir. Mobil faz hazirlamak i¢in kullanilan ¢oziiciilerin ve inorganik

tuzlarin saflig1 ¢ok 6nemlidir. Uygun olan en yiiksek saflikta ¢oziicliniin kullanilmasi

gerekmektedir [80].

5.2.2 Pompa

Mobil faz1 sabit faz tlizerinden ge¢irmek i¢in yiiksek basingli pompa gerekir.
Tekrarlanabilirlik ve dogruluk elde etmek amaciyla kararli bir pompanin basincina

(genellikle 1000-2000 psi) ihtiya¢ vardir. Pompalar genel olarak saglam olmasiyla
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bilinir fakat bu 6zelligini korumasi i¢in gerekli bakimlarinin yapilmasi gerekir [80].

Mobil fazin akis hizin1 degistirir.

5.2.3 Enjektor

Enjektor, manuel enjeksiyon ya da otomatik enjeksiyon sistemi olabilir. HPLC sistemi
i¢cin bir enjektdr, yiiksek basing altinda (4000 psi’ e kadar) ve yiiksek tekrarlanabilirlik
ile 0.10-100 mL hacim araligindaki sivi numunenin enjeksiyonunu saglamalidir. Sivi
kromatografisi i¢in sivi Ornekleri dogrudan enjekte edilebilir. Katt numunelerin ise

sadece uygun bir ¢oziiciide seyreltilmeleri gerekir [80].

5.2.4 Kolon

Kolon veya sabit faz kromatografik sistemin temelini olusturur. Kolonlar farkli uzunluk,
boyut ve dolgu malzemeleriyle ¢esitlilik gdsterir. Etkili ve iyi bir ayirma saglamak i¢in
kolonun bu o6zelliklerinin uygun kombinasyonu ile dogru bir mobil faz uyumu c¢ok
onemlidir. HPLC i¢in en ¢ok kullanilan dolgu malzemeleri silika bazli olanlardir.
Bunlardan en ¢ok kullanilan1 C;3 kaplama iceren oktadesil-silikadir (ODS-silika).
Bunun yani sira C;, Cy, C4, Cq, Cs and Cy, kaplamali olanlar da kullanilabilir [80].

Kolon uzunlugu, bilesenlerin kolonda daha uzun siire kalmalarina olanak saglar ve
ayirim daha iyi gerceklesir. Fakat analiz siiresi uzayacagindan, mobil faz kullanimini
artirir. Bilesenlerden polaritesi hareketli faza en yakin olan kolonu 6nce terkeder, sabit
faza daha yakin olan ise kolonda daha fazla tutulur. Kolon cap1 ise akis hizimi etkiler.
Cap arttikca, analizlerin hassasiyeti ve pik dogrulugu azalabilir. Bilesene en uygun

kolon ve mobil faz uyumu, optimzasyon ¢alismalart ile belirlenmelidir [88].

5.1.4.1. Kolonda alikonma siiresi

Alikonma siiresi, bir bilesenin mobil fazla birlikte kolondaki dolgu maddesi tarafindan
tutuldugu siire olarak tanimlanabilir ve bu alikonma zamaninda bilesen piki elde edilir
[80]. Bu pikin alikonma siiresi t; olarak ifade edilir. Analizi yapilan tiirlerin kolon i¢inde

go¢ etme hizi, Esitlik 5.1°de goriildiigii gibi kapasite faktorii (k) olarak ifade edilir.

go_rof

to

(5.1)
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Bu esitlikte t, alikonulmayan tiiriin dedektore kadar ulasma zamani yani 6li zaman, tr

ise analitin dedektore ulasma zamanidir.

Iy

o+

|

Sekil 5.2 HPLC’de alikonma zamani parametrelerinin sematik gosterimi

Kapasite faktorii; uygulanan method ve her maddenin fiziksel ve kimyasal yapisina
bagl olarak degisir. Optimizasyon asamasinda goz Oniinde bulundurulmasi gereken
onemli bir parametredir. Bilesenin kolonda iyi tutulmasi ile k degeri biiyiik olur ve
bilesenin kolon boyunca yavas ilerledigi anlaminda gelmektedir. Eger k degeri kiiciik
ise, bilesen kolon boyunda daha hizli yol aliyor anlamina gelir ve polaritesi mobil faza
daha yakindir. k degerinin 1 ile 10 arasinda tutulmasi ¢alismalar igin istenilen bir
sonugtur. Aksi elde edildigi durumlarda mobil faz ve sabit faz bilesimlerinde degisimler

yapilarak uygun deger saglanabilir [89].

5.1.4.2. Rezoliisyon

Kolonun kromatogramdaki pikleri ayirma yetenegidir. Rezoliisyon (R), Esitlik 5.2°de
goriildigi gibi iki pik arasindaki maksimum mesafenin, zemindeki ortalama pik

genigligine oranmidir. 2

_ 2(te-ta)
aEe—

Wa T WEB (5.2)
Bu esitlikte; tg B bileseninin alikonma siiresi, t4 A bileseninin alikonma siiresi, wg B
bileseninin pik genisligi ve wa A bileseninin pik genisligidir. Eger R degeri 1’e esit
veya 1’den biiyiikse bilesenler tamamen ayrilmistir. R degeri 1’den diisiikse bilesenlerin

kromatogramda ¢akistig1 anlamina gelmektedir [80].
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Sekil 5.3 HPLC’de rezoliisyon parametrelerinin sematik gosterimi

5.2.5 Dedektor

HPLC igin ¢ok farkli dedektor tiirleri bulunmaktadir. Dedektor bir bilesigin varligini
algilamak ve veri toplama cihazina bir elektronik sinyal saglamak i¢in kullanilir.
Baslica kullanilan dedektor tiirleri; refraktif indeks (RI), ultraviyole (UV-VIS),
floresans, diyot dizisi, elektrokimyasal ve iletkenlik detektorleridir. Her bir dedektoriin
siirlamalar1 ve en etkili oldugu analit tiirleri vardir. Ila¢ analizi uygulamalarinin
cogunda, c¢oOzlinen dedektor i¢indeki akis hiicresinden gecerken ultraviyole
radyasyonunun absorpsiyonuna (veya goriiniir 151k) cevap veren dedektorler kullanilir
[80]. Analitin yapisal 6zelligi géz onlinde bulundurularak uygun dedektdriin segilmesi
yiiksek dogruluk, secicilik ve duyarliligin elde edilmesi bakimindan son derece

Onemlidir.

5.2.6 Goriintiileme Sistemi

Dedektor sinyali elektronik oldugundan, giiniimiizdeki veri toplama teknikleri sinyal
analizlerine yardimci olabilmektedir. Birgok HPLC sistemi igin veri toplama sistemi
bilgisayardir. Bilgisayar, her bir bilesen i¢in dedektdr cevabini entegre eder ve verilerin
daha kolay okunmasi ve yorumlanmasi i¢in onlar1 bir kromatograma yerlestirir. Ayrica

bilgisayar kontrollii otomatik enjektorler, ¢oklu pompali gradyan denetleyicileri ve
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numune fraksiyon toplayicilart gibi kromatografik sisteme uygulanan daha gelismis

sistemler de vardir [80].

5.3 Kromatografik Kosullar1 Etkileyen Faktorler

Kromatografik  sistemde analitlerin  ayrilmalarinda  sistemin tim degisken
parametrelerinin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla aralarinda sicaklik,
hareketli faz igerigi ve derisimi, sicaklik, pH gibi bircok degiskensn optimize edilmesi

gerekmektedir.

5.3.1 Sicakhk

Sicaklik degisikligi farkli etkilerden Otiirli analitin tayinini etkiledigi literatiirde rapor
edilmistir. Mekanizmaya bagl olarak, sicaklik degisimi sebebiyle c¢oOziiniirliikteki
degisim bazen belli belirsizdir, bazen de oldukca 6nemli olabilir. Coziintirliik, iyonik
etkilesim ve sterik etkilesimlerin dahil oldugu yerlerde kritik olabilir. Yiiksek oranda
polar eluent kullanilmas1 sicaklik degisimlerine bagli olarak secicilikte biiylik
farkliliklara yol agabilir. pH sicakliga bagli olmasina ragmen, kritik bir degisiklik pik
alani, alikonma siiresi ve pik seklini etkileyebilir [12], [90].

5.3.2 pH

Hareketli fazin pH degeri analitlerin etkin bir sekilde birbirlerinde ayrilmalarinda son
derece onemlidir. pH seviyesi sabit faz ylizeyindeki silanol gruplariin ve asidik-bazik
bilesiklerin ayrigsma derecesini etkiler. Yani pH degeri, polar=iyonik analit ve sabit faz
arasindaki etkilesim derecesinin kontrol edilmesi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle pH
alikonma siiresini ve pik seklini etkiler [91]. Kasitli (metod optimizasyonu) ya da

kasitsiz (sicaklik) pH degisimi pik alaninda degisime de neden olur [12], [90].

5.3.3 Mobil Fazda Tampon Konsantrasyonu

Mobil fazin tampon kapasitesi (tamponun sabit bir pH’ 1 koruma yetenegi) tampon
konsatrasyonuyla orantilidir. Ayirmada iyi bir tekrarlanabilirlik elde etmek igin,
kullanilan tamponun yeterli tampon kapasitesinde olmasi gerekmektedir. Yetersiz
tamponlama, ¢6ziinenin pKa degerleri ile tampon pKa degeri ve mobil fazin pH’ 1

arasindaki dengelerin degismesine yol agabilir. Dolayisiyla pik sekli bozulur [12].
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5.4 HPLC ile Tlgili Yapilan Calismalar

Tavakoli ve arkadaslar1 (2007), ilag salim profilleri ve ilag-katki maddesi uyumluluk
caligmalarin1  degerlendirmek amaciyla amoksisilin ve metronidazolun tek dalga
boyunda (254 nm) miktar tayinini yapabilmek i¢in basit, hizli, hassas ve gilivenilir bir
ters fazli HPLC (RP-HPLC) metodu gelistirmislerdir. Mobil fazin bilesimi fosfat
tamponu-metanol (95:5, pH 4.0) olarak ayarlannmis ve Cig kolonunda akig hiz1 1.5 ml
min”' olarak belirlenmistir. Iki aktif bilesen tayini katki maddelerinden etkilenmemistir.
Ayrica ilaglarin ¢éziinme ve salma caligsmalari, bu analitik yontemle basarili bir sekilde

yapilabilmistir [48].

Teixeira ve arkadaglar1 (2008), farkli smiflarda 5 antibiyotigi (amoksisilin,
metronidazol, sefazolin, kloramfenikol ve siilfametoksazol) diyot dizi dedektorle
(DAD) HPLC sisteminde tayinine yonelik analitik bir yontem gelistirmis ve
gelistirdikleri bu yontemi antibiyotiklerin atiksularda tayininde kullanmiglardir. Toplam
analiz siireleri 35 dakikadir. Atik suya amoksisilin, metronidazoli, sefazolin ve
kloramfenikol 400 pg L™, siilfametoksazol 200 ug L™ spike edildiginde elde edilen geri
kazanimlar sirasiyla %101, %100, %97, %93 ve %96 olarak bulunmustur [92].

Ahmed ve arkadaslar1 (2011), amoksisilinin bulk ve degsik formiilasyonlarda RP-HPLC
sisteminde analizi i¢in metod gelistirmislerdir. Hipersil C;g kolonuyla fosfat tamponu-
metanol (95:5 v:v) mobil fazinda, 1.0 ml/min akis hizinda ve 238 nm dalga boyunda

calistimugtir. Ilacin ¢ozeltiden geri kazanimi %99.39 olarak bulunmustur [93].

Tokumura ve arkadaslar1 (2012), a¢ birakilmig farelerde amoksisilin absorpsiyonunu
arastirmislardir. Farelere siispansiyon ve ¢ozelti seklinde iki formda 15 mg kg™ ve 50
mg kg amoksisilin verilmistir. Amoksisilin plazma konsantrasyonlar1 HPLC ile
belirlenmistir.  Asetonitril-su-perklorik asit (60%)-sodyum perklorat monohidrat
(100:900:1:5, v/v/v/w) oraninda mobil faz, YMC Pack AM312 ODS 5 pm (150 mmx6
mm) kolon, 1.0 mL min' akig hizi, 220 nm dalga boyu ve 40 °C sicaklikta ¢alisilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, amoksisilin biyoyararliligimin fareler {izerinde beslenme
etkisi olmadigi goriilmistir. Ac¢ olmadiklart kosullar altinda amoksisilin

biyoyararliliginin diigmesinin sebebinin belli olmadigini belirtilmistir [94].

Matar (2006), sefadroksil i¢ standarti kullanarak amoksisilinin insan plazmasinda
kantitatif tayinini yapma amactyla HPLC metodu gelistirmistir. Caligmada Symmetry
Cis kolon (5 pm, 150x4.6 mm), metanol-fosfat tamponu (10:90,v/v) (pH 3.0) oraninda
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mobil faz ve 1.5 mL min' akis iz kullanilmistir. UV dedektori 228 nm’ ye
ayarlanmistir. Her 6rnek icin analiz siireleri 10 dakikay1 gegcmemistir. Metod basariyla
uygulanmis, amoksisilinin ortalama bagil geri kazanimi %99.67 ve ortalama mutlak geri
kazanimi %86.68 olarak bulunmustur. Yapilan stabilite testleri, amoksisilinin plazmada
-70 °C’ de en az 4 haftada kararli olduklar1 goriilmiistiir. Bu metod, farmakokinetik

calismayla saglikli tavsanlara da basariyla uygulanmistir [95].

Tippa ve Singh (2010), amoksisilin ve klavulanik asitin enjekte edilebilir dozaj
formunda eszamanli tayinleri icin HPLC metodu gelistirmislerdir. Ayirma Inertsil Cig
kolonunda (250x4.0 mm, 4 pm), UV dedektdriinde 220 nm’de, 1.0 ml min™ akis hizinda
ve 95:5 (v/v) (pH 5.0) tampon-metanol mobil faz ile ger¢eklestirilmistir. Amoksisilin ve
klavulanik asit ¢ozeltisinin 24 saat kadar kararli oldugu bulunmustur. Amoksisilin ve
klavulanik asit pikleri simetrik, kuyruksuz ve iyi tamimlanmis sekilde elde edilmistir.
Klavulanik asit i¢in kolonda alikonma siiresi 5.3 min, amoksisilin i¢in ise 7.5 min

bulunmustur [96].

Dhoka ve arkadaslar1 (2010), amoksisilin trihidrat ve bromeksin  hidrokloriiriin  oral
dozaj formlarinda HPLC sisteminde eszamanli tayinini yapmislardir. Caligmalar HiQ
Sil Cig (4.6x250mm, Spm) ters fazli kolonunda metanol:0.02 M amontum asetat
(90:10v/v, pH 5.0) oraninda mobil faz kullamlmistir. Mobil fazin akis hizi 1.0 ml min™
olarak belirlenmistir. UV dedektorii 254 nm’de uygulanmistir. Kolonda ayrilma 10 min
sirede gerceklesmistir. Geri kazanim yiizdeleri amoksisilin trihidrat igin
%99.5-9%101.32 ve bromeksin hidrokloriir i¢in  %98.93-%101.18 olarak bulunmustur
[97].

Ghassempour ve arkadaslar1 (2007), farmakopede belirlenen aralikta pH’ ta amoksisilin
trihidratin baz1 fizikokimyasal ve kati haldeki 6zelliklerini incelemislerdir. Amoksisilin
ornekleri Dane tuzu yontemi kullanilarak 4.39” dan 4.97° a kadar olan pH degerleri i¢in
karakterizasyon caligsmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar i¢in; optik ve taramali elektron
mikroskobu, X-1s11 difraksiyonu, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) ve yliksek
basingli sivi kromatografisi kullanilmistir. HPLC analizi ile pH artis1 ve amoksisilin

saflig1 arasinda dogrudan bir iligki oldugu goriilmiistiir [98].
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BOLUM 6

DENEYSEL CALISMALAR

Bu tez ¢alismasinda, ilag etken maddesi olan amoksisilin tayini i¢in yliksek basingl s1vi
kromatografisinde hassas, analitik ve tek dalga boylu (230 nm) bir yontem
gelistirilmesine yonelik deneysel ¢alismalar yapilmistir. Amoksisilinin farkli ortam
sicakliklarinda zaman igerisindeki bozunmalar1 tespit edilmistir. Ila¢ piyasasindaki
amoksisilin igeren bazi ticari ilaglardan amoksisilin tayini yapilmistir. Yapay mide
ortami hazirlanip tayin ic¢in kullanilan ticari ilaglardan birini kullanarak bu ortamdaki
amoksisilin davranisi incelenmistir. Topraksiz tarim metoduyla amoksisilin igeren
besiyer kullanilarak dort farkli bitki yetistirilmis ve zaman igerisinde amoksisilinde
meydana gelen degisim incelenmistir. Ayrica atiksu numunelerinde bulunan
amoksisilinin miktar tayini yapilmistir. Calismalarda kullanilan tiim standartlar, 1000

mg L' amoksisilin trihidrat stok ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlanmustir.
6.1 Kullanilan Cihazlar

6.1.1 HPLC Donanim

e Vakum: Spectra System SCM1000

e Pompa: Spectra System P1500

¢ Kontrol elemani: Spectra System SN4000

e Otomatik drnekleyici: Spectra System AS3000
e Dedektor: Spectra System UV2000

e ChromQuest programi
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Sekil 6.1 HPLC cihaz
6.1.2 Kolonlar

¢ Phenomenex Nucleosil Cig (100A 250x4.00 mm, Sum)

e Inertsil ODS-3V (4.6x250 mm, 5p)

6.1.3 Diger Ekipmanlar

e Mikro pipet: PhysioCare Concept - Eppendorf Research Plus (100-1000 pl; 0.5-5 ml)
e Hassas terazi: Sartorius Analytic A 120 S

e pH metre: Hanna HI 2211

e Manyetik karistirici: IKA (RTC basic) manyetik karistirict + ETS-D5 Elektronik

Kontakt Termometre
e Derin dondurucu: Ugur Derin Dondurucu UCF 1600 L
e Mikrovialler: Agilent

e Cam malzemeler: Balon joje, beher, erlen, meziir
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6.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amoksisilin trihidrat, Sanovel Ila¢ San. ve Tic. A. S.’den temin edilmistir. Saf su Yildiz
Teknik Universitesi merkez laboratuvarlarindan A Milli-Q® Reference System cihazi
ile elde edilmistir. Bunlara ek olarak asagida goriilen solvent ve kimyasallar deneylerde

kullanilmustir;

e Metanol (>%99): Merck

e Asetonitril (>%99): Merck

¢ Potasyum dihidrojen fosfat: Merck
¢ Sodyum hidroksit: Merck

o Nitrik asit: Merck

e Hidroklorik asit (%37): Merck

e Sodyum Klortir: Merck

6.3 Optimizasyon Calismalari

Amoksisilinin HPLC-UV sisteminde eser seviyelerde tayini amaci ile HPLC sisteminde

alikonmasina yonelik yapilan deneysel ¢alismalar Cizelge 6.1°de goriilmektedir.

Calisma 1 tamponu i¢in 21.0 g sitrik asit, 200 mL 1.0 M sodyum hidroksitle ¢oziilerek
1000 mL’ye distile su ile tamamlanmistir, bu karistmin 40.3 mL’si alimip 100 mL

tamamlanip 0.10 M HCl ile pH degeri ayarlanmustir.

2,7,8,9,10, 11, 12 ve 13 numarali ¢aligmalarda ise tampon; 50 mL 0.20 M potasyum
dihidrojen fosfata 46.8 mL 0.20 M sodyum hidroksit eklenip, distile su ile 200 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmistir. pH ayar1 ise 0.10 M NaOH ile yapilmistir.

3. calismada, 250 mL 0.20 M potasyum dihidrojen fosfata 28.5 mL 0.20 M sodyum
hidroksit katilip 1000 mL’ye distile su ile tamamlanmasiyla tampon ¢dzelti

hazirlanmistir ve 0.10 M NaOH ile pH ayar1 yapilmistir.

Calisma 4°’te, 250 mL 0.20 M potasyum dihidrojen fosfata 393.4 mL 0.10 M sodyum
hidroksit katilarak pH ayar1 yapilmistir.

Calisma 5 tamponunu hazirlamak icin ise 2 ayr1 ¢ozelti hazirlanmistir. 1. ¢ozelti olarak

119.31 g disodyum hidrojen fosfat 1000 mL’ye saf su ile tamamlanip karistirilmistir. 2.
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cOzelti olarak 45.36 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mL’ye saf su ile tamamlanip
karistirllmistir. 1. ¢ozeltiden 85 mL ve 2. ¢ozeltiden 15 mL alinarak bir tampon

olusturulmustir ve 0.10 M NaOH ile pH ayar1 yapilmustir.

Calisma 6’ da ise baska bir fosfat tamponu kullanilmistir. 1.74 g potasyum dihidrojen
fosfat 80 mL distile su ile ¢6ziiliip 1.0 M potasyum hidroksitle pH ayarlanmistir ve 100

mL’ ye distile su ile tamamlanmustir.

Cizelge 6.1 HPLC sisteminde amoksisilin alikonmasina yonelik yapilan optimizasyon

calismalari
Parametreler
Mobil Faz pH ﬁlklisni;z}’ B(I))}ill,gim Kolon
Calisma 1 (ZZ%%CTI:;%I:H 3.43 1.0 230 Iﬂﬁ‘zlfé’;;‘ﬁ“gz
e e I R
Calma 3| 0 Tampen | 623 | 10| 20| QEEHE,
e R R
s R R
Galisma 6 Zjozg% CTI:;EI;' 9.0 1.0 230 ﬁﬁi‘ll:;;elncez
Caligma 7 Zjozg% CTI;I%?QI;H' 8.2 1.0 230 ﬁﬁi‘ll:;;elncez
Calisma 8 Z}O%%CTI:;%I; 8.0 1.0 230 ﬁﬁi‘ll:;;elncez
Calisma 9 ng% CTI:;?EH' 8.5 1.0 230 ﬁﬁi‘f:;;elngz
Cahsma 10 Z%%?:ﬁn%l:n 8.5 1.0 230 Iﬂﬁilf:;?ﬁ“gz
Calisma 11 Oﬁjlg%?:ﬁn%l:n 8.5 1.0 230 Iﬂﬁilf:;?ﬁ“gz
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Cizelge 6.1 HPLC sisteminde amoksisilin alikonmasina yonelik yapilan optimizasyon
caligmalar1 (devami)

Parametreler
Mobil Faz pH Akis H'IZ_}, mL | Dalga Boyu,
min nm
Calisma 12 (@)1855 (%I:fn?)gn' 8.5 1.0 230
Calisma 13 Zz)lsss(gfn?gn_ 8.5 0.8 230

Optimum kosullar1 elde etmek amaciyla uygun kolon, pH, dalga boyu, akis hiz1 ve
mobil faz belirlenmistir. Phenomenex kolonu tiim c¢alismalarda analitin alikonmasi
amaci ile kullamlmistir. Caligmalara dncelikle pH optimizasyonu ile baslanmistir ve
asidik/bazik ortamlarda tampon ¢ozeltiler (3.43-8.55) hazirlanmistir. Calisma 1°deki
kromatogram sonucuna gore elde edilen pikin alikonma siiresi 3.57 min’dir ve 6li
zamana yakindir. Ayrica zeminde kayma mevcuttur. Bu istenilmeyen bir durumdur.
Calisma 2’de ise amoksisilin i¢in belirtilen sartlar altinda 4.47 min’de kolonda alikonma
elde edilmistir. Fakat pikin baslangi¢c ve bitis noktalarinda pik genislemesi oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, pH optimizasyonu i¢in bazik
ortamda calismasina karar verilmis ve tim c¢alismalar %20 metanol-%80 tampon
oraninda mobil fazla ve 1.0 mL min"' akis hizinda gerceklestirilmistir. Calisma 3°te elde
edilen 3.11 min alikonma siiresindeki kromatogramda pikin 6lii zamana ¢ok yakin
oldugu ve sag tarafinda bir omuz olustugu goriilmiistiir. Bu sebeple bu kromatografik
sartlar altinda amoksisilin tayini i¢in uygun olmadigina karar verilmistir. Calisma 4’te
3.88 min alikonma siiresinde amoksisilin piki elde edilmistir fakat pikin sag tarafinda
yaklagik 2.0 min genislikte bir omuz goriilmiistiir. Calisma 5°te yine sinyalin sag
tarafinda bir omuz tespit edilmistir. Calisma 6’da 4.05 min alikonma siiresinde elde
edilen pikin sol tarafinda kiigilk bir omuz olustugu goriilmiistiir. Calisma 7°deki
kromatogramda pikin alikonma siiresi 2.82 min’dir ve 6lii zamana ¢ok yakin oldugu
tespit edilmistir. Calisma 8’da elde edilen pikin zemini kaydig1 ve pikin sag tarafinda
bir omuz olustugu tespit edilmistir. Bu bakimdan dolayr amoksisilinin kantitatif

tayininin belirlenen kromatografik ayirma sartlarinda yapilamayacagina karar
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verilmistir. Farkli pH denemeleri sonucunda pH 8.5 oldugu durumda (Calisma 9) 6.29

min alikonma siiresine sahip simetrik bir analit sinyali tespit edilmistir.

Bundan sonraki adim olarak mobil faz igerik optimizasyonu yapilmasima karar
verilmigtir ve metanol/tampon orani optimize edilmistir. Calisma 10°da kullanilan %30
CH3;0H-%70 tampon orani ile yapilan analiz sonucunda zeminde kayma meydana
geldigi ve alikonma siiresi 2.27 min olup silirede azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
Calisma 11°de ise mobil faz oram1 %10 CH30H-%90 tampon olarak kullanilmistir ve
simetrik bir pik elde edilememistir. Baselineda kayma goriilmiistiir ve 3.0 min
genigliginde bir amoksisilin piki elde edilmistir. Bu sebeple bu kromatografik sartlarin
amoksisilin i¢in uygun olmadigina karar verilmistir. Calisma 12’te kullamilan %15
CH3;0H-%85 tampon ile 4.98 min alikonma siiresinde simetrik bir sinyal tespit
edilmistir.

Caligsma 13’te ise akis hizinda degisiklige gidilmistir ve Sekil 6.2’de goriildiigi gibi, 0.8
mL min™ akis hiz1 i¢in 6.29 min alikonma siiresinde simetrik, 6lii zamandan uzakta,

yaklagik 1.0 min genislikte bir pik elde edilmistir ve optimum kosul olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 6.2 %15 CH30H - %85 Tampon (pH 8.5) sisteminde amoksisilinin HPLC

sisteminde elde edilen kromatogram
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6.4 Amoksisilinin Sistem Analitik Performansinin Tespiti

Amoksisilinin sistem performans degerlerinin tespiti amaci ile belirlenen optimum
kromatografik sartlar altinda 0.05-1000 mg L' araliginda standartlar HPLC sistemine

enjekte edilmis ve Sekil 6.3°te goriilen kromatogramlar elde edilmistir.

1200 - - 1200
000 _ — 1000
300 _ 200

2 -2
= ] 1000 mg Lt - =
50 500 mg L1 a0

. 250 mg L1

] 100 mg Lt I
400 [ 400
] 50mg L1 !

{1 20mgL? -
200 ] 10 mg L 200
5 5mg L1 i
0 _ i B e e e e L I e B e e e B I e : o
0 2 4 E 8 10

Mrutes

Sekil 6.3 Phenomenex kolonda amoksisilinin 5.0-1000 mg L™ araligindaki
kromatogramlari

Sekil 6.3’te goriilen kromatogramlarda amoksisilinin pik alan1 ve pik yiiksekligi

kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrular1 Sekil 6.4 ve Sekil 6.5 te goriilmektedir.
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Sekil 6.4 Amoksisilin pik alan1 kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi
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Sekil 6.5 Amoksisilin pik yiiksekligi kullanilarak elde edilen dogrusal kalibrasyon
grafigi
HPLC sisteminin LOD (Limit of Detection, G6zlenebilme Limiti) ve LOQ (Limit of
quantitation, Tayin Limiti) degerlerinin tespiti amaci ile kalibrasyon grafiinde
kullanilan en diisiik derisim 0.05 mg L™, sisteme 5 defa gonderilmis ve Sekil 6.6’teki

kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.6. 0.05 mg L' standart amoksisilin ¢ozeltisinin optimum sartlar altinda sisteme
gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlar.

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlikler kullanilmistir;

3 x Standart Sapma

LOD = —
Egim (6.1)

10 x Standart Sapma

Egim

L0Q =

(6.2)

Elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin de aralarinda oldugu amoksisilin igin tespit

edilen sistem analitik performans degerler Cizelge 6.2” de goriilmektedir.

Cizelge 6.2 Amoksisilin i¢in elde edilen sistem analitik performans degerleri.

Pik Alam Pik Yiiksekligi
LOD, mg/L 0.016 0.008
LOQ, mg/L 0.052 0.025
R? 1.0000 0.9982
y=mx-+n y=27800x+1270.1 y=1065.3x+5726.9
Dogrusal Aralk 0.05-1000 mg L™ 0.05-1000 mg L™
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Tabloda goriildiigli gibi optimize edilen sartlar altinda amoksisilin basit bir HPLC

sistemi ile ¢ok diisiik seviyelerde tayin edilebilmektedir.

6.5 Farkl Ortam Kosullarinda Amoksisilin Bozunma Tayini

Amoksisilinin farkli sartlar altinda ne tiir bir davranis gosterdigi, bozunup
bozunmadigmin tespiti amaci ile stok cdzeltisinden 100 mg L' standart ¢ozeltisi
hazirlanip vialler konulup oda kosuluna, buzdolabina ve derin dondurucuya

yerlestirilmistir.

Standart ¢ozelti hazirlandiktan sonra HPLC ile amoksisilin tayini yapilmis ve ilk gilinkii
deger olarak kaydedilmistir. Bundan sonraki her 3’er giinliik periyotta 30. giine kadar

her ortamdan alinan viallerletayinler yapilmstir.

Amoksisilin, oda kosulunda 25 °C, buzdolabinda 4 °C ve derin dondurucuda -28 °C’ de

bekletilmigtir. 30 giinlin sonunda her ortam i¢in elde edilen kromatogramlar Sekil 6.7,

Sekil 6.8 ve Sekil 6.9°da goriilmektedir.
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Sekil 6.7 Amoksisilinin oda kosulunda 3 giinliik siire¢lerle bozunma kromatografisi
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Sekil 6.8 Amoksisilinin buzdolabinda 3 giinliik siireclerle bozunma kromatografisi
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Sekil 6.9 Amoksisilinin derin dondurucuda 3 giinliik stireclerle bozunma kromatografisi

Yapilan caligsmalar sonrasinda oda kosulunda amoksisilin 12. giinde bozunmaya
basladig1 goriilmiistiir. Analit sinyalinde azalma ve 6lii zamana yakin alikonma siiresine
sahip olusan yeni sinyalde artis gorilmiistiir. 30 giinliik periyodun sonuna dogru ise
bozunmanin gitgide arttig1 gézlenmistir. Buna karsin buzdolab1 ve derin dondurucuda

30 gilin i¢inde amoksisilinde herhangi bir bozunma goériilmemekle birlikte, kolon
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performansindan dolayr amoksisilin pikinin genisliginde artma ve sag tarafinda
simetriyi bozacak sekilde bir egilme olusmaya basladig: goriilmiistiir. Bu sebeple farkli

bir kolonda ¢aligmalarin devam edilmesi karar1 alinmustir.

6.6 Inertsil Kolonda Optimizasyon Calismalar:
Bundan sonraki caligmalarda Cizelge 6.3’te goriilen kolonda c¢alismalara devam

edilerek oncelikle mobil faz optimizasyonu yapilmistir.

Cizelge 6.3 HPLC sisteminde amoksisilin alikonmasina yonelik farkli kolon i¢in
yapilan optimizasyon ¢alismalari

Parametreler
Mobil Faz p | AlsHiz, | Dalga Kolon
mL min Boyu, nm
%15 CH;0H - Inertsil ODS-
Calisma 1 |y, o Tampon 8.5 1 230 pep
%20 ACN - %12 _
Calisma 2 CH;0H - %68 85 1 230 Inerts311VODS_
Tampon
%10 ACN - '
Calisma3 | %13.5CH;0H- | 85 1 230 Ine“SQIVODS-
%76.5 Tampon
%35 ACN - .
Calisma4 | %1425 CH;OH- | 8.5 1 230 Inerts;lVODS'
%80.75 Tampon

Bu kolona Caligma 1°de goriildiigii gibi bir dnceki optimum sartlar uygulandiginda,
7.88 min gibi uygun bir alikonma siiresinde simetrik bir pik elde edilmistir. Fakat pik
genisligi yaklasik 2.0 min oldugundan, mobil faz iyilestirilmesine gidilmistir. Caligma
2’de mobil faza %20 ACN eklendiginde 4.14 min alikonma siiresinde, sol tarafinda
omuz olusmus bir pik elde edilmistir. Ayn1 zamanda 6lii zamana da yakin oldugundan
dolay1 kromatografi sartlara uygun olmadigina karar verilmistir. Calisma 3’te 4.17 min
alikonma siireli bir pik elde edilmis ve Olii zamana yakinhigindan dolay1 tercih

edilmemistir. 4. calismada ise %5 ACN eklenmistir ve 8.12 min alikonma siiresinde
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simetrik ve tekrarlanabilir bir pik elde edilmistir. Bu ¢alismadaki degerler optimum

kosul olarak not edilmistir.

6.7 Farkli Kolonda Amoksisilinin Sistem Analitik Performansi

Sistem performans degerlerinin tespiti amaci ile belirlenen optimum sartlar altinda 0.05-
500 mg L araliginda standartlar HPLC sistemine enjekte edilmis ve Sekil 6.10°deki

kromatogramlar elde edilmistir.

200 200
100 mg L1
150 |- 150
2 50mg L 2
100 |- 100
20mg L1
] 10mg L1 L
5D | 50
Smg L1
.:I_--r&'l""I'"'I'"'I""I""I""I""I'"'I""I"'I""I""I""-.:I
3 4 ] ] 7 ] ] 10

hmutes

Sekil 6.10 Inertsil kolonda (Calisma 4, Cizelge 6.3) amoksisilinin 5.0-100 mg L'
derisim araliginda elde edilen kromatogramlari

Sekil 6.10°da goriilen kromatogramlarda amoksisilinin pik alan1 ve pik yiksekligi
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrulart Sekil 6.11 ve Sekil 6.12°de

goriilmektedir.
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Sekil 6.11 Inertsil kolonda (Calisma 4, Cizelge 6.3) pik alan1 kullanilarak elde edilen
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Sekil 6.12 Inertsil kolonda (Calisma 4, Cizelge 6.) pik yiiksekligi kullanilarak elde
edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

Bu kolonda HPLC sisteminin LOD (Limit of Detection) ve LOQ (Limit of quantitation)
degerlerinin tespiti amaci ile kalibrasyon grafiginde kullanilan en diisiik derisim 0.05

mg L™, sisteme 5 defa gonderilmistir.
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LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda, Esitlik 6.1 ve Esitlik 6.2 kullanildi.
Amoksisilin i¢in tespit edilen sistem analitik performans degerleri Cizelge 6.4’de

goriilmektedir.

Cizelge 6.4 Inertsil kolonda amoksisilin i¢in elde edilen sistem analitik performans

degerleri

Pik Alam Pik Yiiksekligi
LOD, mg/L 0.016 0.022
LOQ, mg/L 0.054 0.074
R’ 0.9999 0.9999
y=mx+n y=26830x-13863 y=1659x+1689.5
%RSD %0.34-%1.65 N %0.65-%1.78 N

(gergek numuneler igin) (ger¢ek numuneler igin)
Dogrusal Arahk 0.05-500 mg L™ 0.05-500 mg L™

Tabloda goriildiigii lizere analit icin ¢ok diisiik tayin limiti elde edilmistir ve dogrusal
kalibrasyon grafiginin ilk noktasi ile LOQ degeri birbirine ¢ok yakin olarak
bulunmustur. Deneysel ¢aligsmalarin tiimiinde hem pik alan1 hem de pik ytiksekligi kayit
altina alinmistir. Kantitatif ¢aligmalarda pik alani esas alinmis, herhangi bir problemle
karsilagilmast durumunda kontrol amaci ile pik yiiksekligi degerleri de hesaplamaya

dahil edilmistir.

6.8 Tlac¢ Endiistrisinde Amoksisilin i¢ceren flaclarin HPLC Sisteminde Miktar
Tayini

Bu c¢alismada kullanilan tiim markalar, {ilkemiz ila¢ endiistrisinde aktif olarak kullanimi
devam eden antibiyotik ilaglardir. Siispansiyon seklinde satilan Marka A ve Marka B,
tablet seklinde satilan Marka C ve Marka D yapilarinda bulunan amoksisilinin kalitatif
ve kantitatif tayininin yapilmasi amac1 ile optimum sartlar altinda tayin edilmistir. Toz
halinde olan Marka A ve Marka B 80 mL saf su ile siispansiyon haline getirilmistir.
Derisimleri 50 mg L™ olacak sekilde saf su ile seyreltiimis ve 1 saat boyunca
kanstirilmistir. {laglarin her biriden 3’er farkli numune hazirlanip HPLC sisteminde

miktar tayini yapilmak iizere viallere alinmigtir. Marka C ve Marka D tablet ilaglarindan
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3’er tablet alinip saf su ile ¢oziilmiistiir. Olusan ¢6zeltiler 0.45 mikron filtrede stiziilerek
istenmeyen partikiillerden (dolgu maddesi) arindirilmigtir. Her bir ¢dzeltiden son
derisimleri 40 mg L™ olacak sekilde saf su ile seyreltilip 1 saat boyunca manyetik
karistiricidda  karigtinnlmigtir  ve analizleri yapilmak {izere viallere konulmustur.

Hazirlanan tiim numuneler HPLC sisteminde optimum sartlar altinda analiz edilmistir.

6.8.1 Marka A

Uriin prospektiisiinde, 80 mL’lik siispansiyonda 4000 mg (250 mg/5 mL) amoksisilin
bulundugu iddia edilmektedir. 50 mg L derisimde 3 numune seklinde hazirlanan
Marka A’nin HPLC sisteminde optimum kosullarda analizi sonucu elde edilen

kromatogramlar Sekil 6.13°de goriilmektedir.

100 100
75 ﬂ | 75
e E
50 =
25 | 25

i 2z 4 Li] ] 10

Mrtes

Sekil 6. 13 Marka A numunelerinin HPLC sisteminde (Calisma 4, Cizelge 6.3.) elde

edilen kromatogramlari

Yapilan hesaplamalara gore, siispansiyon igerisindeki ortalama toplam amoksisilin
miktar1 pik alania gore 3736.59 £+ 13.5 mg, pik yiiksekligine gore ise 3750.99 + 26.95
mg olarak bulunmustur. Bu sonuglarin {iriin kutusunda iddia edilen degerden diisiik

oldugu acikga goriilmektedir.

Elde edilen kromatogramda yaklasik 8 min alikonma siireli pikin amoksisiline ait
oldugundan emin olma amaciyla spike deneyi yapilmistir. 0.50 mL 500 mg L™ standart
amoksisilin 5.0 mL ila¢ numunesiyle karigtirtlip HPLC sistemindeki analizinden elde
edilen kromatogramlar Sekil 6.14’te goriilmektedir.
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Sekil 6.14 Marka A ve spike deneyi i¢in HPLC sisteminde elde edilen kromatogramlar

Sekil 6.14° te goriildiigii lizere spike edilen amoksisilin ile analit sinyali aym1 yerde
cikmigtir. Bu durum analit sinyali lizerine optimum kosullar altinda matriks etkisinin

olmadigini ve elde edilen sinyalin analite ait oldugunu ispatlamaktadir.

6.8.2 Marka B

Marka A ile aymi sekilde Marka B nin iiriin prospektiisiinde 80 mL’lik siispansiyonda
4000 mg (250 mg/5 mL) amoksisilin bulundugu iddia edilmektedir. Hazirlanan 3
numunenin HPLC sisteminde optimum kosullarda analizinden elde edilen

kromatogramlar Sekil 6.15°te gortldiigi gibidir.
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Sekil 6.15 Marka B numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Goriildiigi gibi amaksisilin sinyali standartlarda oldugu gibi yaklasik 8 dakikada elde
edilmistir. Analit sinyaline ilave olarak 6rnek kromatogramlarinda numunede bulunan
diger bilesenlere ait oldugu diisiintilen farkli sinyaller goriilmektedir. Amoksisilin
sinyalinden emin olmak ve elde edilen diger sinyallerin amoksisilin den kaynaklanip
kaynaklanmadigini tespit etmek amaci ile spike caligmasi yapilmistir. Yapilan spike
deneyinde 0.5 mL 500 mg L™ standart amoksisilin 5.0 mL ila¢ numunesine eklenmistir

ve HPLC sisteminde Sekil 6.16’te goriildiigii gibi analizi yapilmistir.
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Sekil 6.16 Marka B ve spike deneyi i¢in HPLC sisteminde elde edilen kromatogramlar
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Kromatogramlardan da goriildiigii tizere 8. Dakikada amoksisiline ait sinyalde artis
gbzlenirken diger sinyallerde bir degisiklik tespit edilmemistir. Bu durum diger
sinyallerin matrikste bulunan ve bizim ¢aligma dalgaboyumuzda absorpsiyon 6zelligine

sahip diger bilesenlere ait oldugunu ispatlamaktadir.

Stispansiyon igerisindeki ortalama toplam amoksisilin miktari, iddia edilen miktara
olduk¢a yakindir. Amoksisilin miktar1 pik alanina gore 3960.60 + 13.54 mg, pik
yiiksekligine gore ise 4033.02 + 26.11 mg olarak bulunmustur.

6.8.3 Marka C

Tablet seklinde bir antibiyotik ilag olan Marka C igin iirlin prospektiisiinde her bir
tablette 1000 mg amoksisilin bulundugu iddia edilmektedir. Hazirlanan 3 paralel
numunenin HPLC sisteminde optimum kosullarda analizinden elde edilen sinyaller

Sekil 6.17°de goriildiigii gibidir.
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Sekil 6.17 Marka C numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Kromatogramlarda goriildiigii iizere standartlarda amoksisilin sinyaline ait alikonma
stiresinde simetrik bir sinyal elde edilmistir. Belirtilen sinyalin amoksisiline ait
oldugunu ispatlamak ve analit sinyali ilizerine matriks etkisini gérmek i¢in spike deneyi
yapilmistir. Bu amagla 0.50 mL 500 mg L' standart amoksisilin 5.0 mL ilag
numunesiyle karistirildi ve Sekil 6.18’de goriilen kromatogramlar elde edilmistir.

40



200

200

150 . Spike Deneyi {\ i
' B Marka C '

mall
mal

100

=
T
&

5D | | 50

o A ’

L I B I L B T o T
0 2 4 G ] 10
Mises

Sekil 6.18 Marka C ve spike deneyi i¢in HPLC sisteminde elde edilen kromatogramlar

Sekil 6.18. de goriildiigii gibi bulunan sinyal amoksisiline aittir. Marka C numuneleri
icin yapilan analizler sonucunda ortalama amoksisilin miktar1 pik alanina goére 1016.11
+ 16.73 mg/tablet, pik yiiksekligine gore ise 1044.52 + 16.18 mg/tablet bulunmustur.

Bulunan degerlerden iiriin prospektiisiinde yazilan degerlerin dogrulugu ortaya

konulmustur.

6.8.4 Marka D

Marka D tablet ilaci i¢in de tablet basina icerdigi amoksisilin miktar1 1000 mg olarak
belirtilmistir. Her numunenin HPLC sisteminde optimum kosullarda analiz sonuglari

Sekil 6.19°da goriilmektedir.
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Sekil 6.19 Marka D numunelerinin HPLC sisteminde elde edilen kromatogrami

Tilim paralel analizlerden elde edilen sinyallerin alikonma siireleri yaklasik 8 dakikada
tespit edilmis ve diger orneklerde oldugu gibi spike deneyleri yapilarak Sekil 6.20°de

goriilen kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 6.20 Marka D ve spike deneyi icin HPLC sisteminde elde edilen kromatogramlar
Marka D’ nin her tabletinde bulunan ortalama amoksisilin miktar1 pik alanina gore

1014.72 £ 10.46 mg, pik yiiksekligine gore 1034.33 + 18.44 mg olarak bulunmustur.

Bulunan bu deger, ilag bilgilerinde séylenen degere oldukc¢a yakindir.
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Optimum sartlarda HPLC sisteminde amoksisilin i¢in yapilan miktar tayinine gore;
Marka A, Marka B, Marka C ve Marka D ilaglar1 i¢in hazirlanan tiim numunelerin
analizleri sonucunda elde edilen piklerin tiimii simetriktir ve paralel analizlerden elde
edilen sinyallerin alikonma siirelerinde bir fark yoktur. Yapilan spike deneyleriyle de,
amoksisilinde matriks kaynakli alikonma siliresinde kayma olmadigin1 ve pikin

amoksisiline ait oldugunu goriilmiistiir.

6.9 Amoksisilinin Yapay Mide Ortamindaki Davramsi

Bu c¢alismada, mide ortaminda amaoksisilinin davranisinin incelenmesi i¢in Marka D
tablet ilacit kullanilmigtir. Yapay mide sivisin1 hazirlamak icin literatiirde belirtilen
procediir kullanilmistir [99]. Bu amagla 0.70 mL HCI, 0.20 g NaCl ve 0.32 g pepsin 100
mL saf su ile tamamlanarak karstirilmistir. Marka D ilacindan rastgele secilen bir adet
tablet mide s1visina atilip manyetik karistiricida 37°C’° de karigtirilmigtir. Tablet yapay
mide ¢ozeltisinde ¢oziindiigii anda ¢dzeltide numune alinip 0.45 mikron enjektoér ucu
filtrede siliziilmiistiir. Siiziilen numunenin 0.10 mL’si 100 mL’ye saf su ile seyreltilmis
ve elde edilen 10 mg L' derisimindeki numune HPLC sisteminde 0. min olarak analiz
edilmistir. Bundan sonraki her yarim saatlik dilimde ayni islemler uygulanarak 240.
min’e kadar analizler yapilmistir ve Sekil 6.21 ve Sekil 6.22°de goriilen kromatogramlar

elde edilmistir.
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Sekil 6.21 Amoksisilinin yapay mide ortaminda bekleme siirelerine iliskin
kromatogramlari
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Sekil 6.22 Amoksisilinin yapay mide ortaminda 0. min ve 240. min’ deki bekleme
siirelerine iligkin kromatogramlari

Sekillerde gosterilen 1 ve 2 numarali pik verilerinde Cizelge 6.5 te de goriildigi gibi
zaman gectikce belirgin sekilde farklilik olusmaya basladigi gozlemlenmistir.
Amoksisilin sinyalinde azalma ve yaklasik 3.2 dakika alikonma siiresine sahip analitin

bozunma iirliniiniin sinyalinde belirgin bir artis tespit edilmistir.

Cizelge 6.5 Amoksisilinin mide ortaminda bekleme siirelerine iliskin HPLC
sistemindeki analiz verileri

Pik Alan1 (1) | Pik Yiiksekligi (1) | Pik Alan1 (2) | Pik Yiksekligi (2)

0. min 7183 1042 281802 20309

30. min 9673 1457 253113 18193

60. min 9780 1497 254416 18341

90. min 20101 2869 246002 17870
120. min 24801 3651 256612 18471
150. min 26835 3934 227368 16397
180. min 30102 4415 215749 15661
210. min 35773 5115 218570 15885
240. min 38167 5521 217143 15739
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1 numarali pik alan ve yiiksekligi zaman iginde giderek artarken, 2 numaral
amoksisiline ait pikinin alan ve yiiksekliginde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
noktada 1 numarali pikin, 2 numarali pikin de zamanla azalmasina bagl olarak,
amoksisilinin bozundugu veya yeni bir yapi olusturmasina bagli bir pik olustugu

sOylenebilir.

Bu calismaya ek olarak amoksisilinin 120. min bekleme siiresi i¢in yapilan spike

deneyinden elde edilen kromatogramlar Sekil 6.23’de goriilmektedir.
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Sekil 6.23 Amoksisilinin mide ortaminda 120.dakika bekleme siiresinde ve bu
numuneye spike deneyi sonrasinda elde edilen kromatogramlar

Sekil 6.23 te goriildiigli lizere bozunma {iriinii oldugu diisiiniilen sinyal lerde spike
sonras1 seyrelme oraninda bir azalma goriilirken analit sinyalinde belirgin bir artis
tespit edilmistir. Bu durum mide ortaminda amoksisilin analitinde zamana bagl olarak

bir bozunma oldugunu gostermektedir.

6.10 Atiksu Numunelerinde Bulunan Amoksisilinin Kantitatif Tayini

Bu c¢alismanin amaci, matriksi yogun olan atiksu numunelerinde bulunan amoksisilinin
HPLC sisteminde optimize edilen sartlar altinda kantitatif olarak dogrulugu yiiksek bir
sekilde tayin edilip edilemeyecegini belirlemeye ¢alismaktir. Bu amacla Yildiz Teknik
Universitesi Insaat Miihendisligi Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi Boliimiinden analiz

edilmek iizere atiksu Ornegi temin edilmis ve sistematik deneyler yapilmistir. Atiksu
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orneginde amoksisilin olup olmadigini tayin etmek iizere laboratuvara getirilen 6rnek
stiziilerek optimum sartlar altinda analiz edilmistir. Elde edilen kromatogram Sekil 6.24.

te goriilmektedir.
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Sekil 6.24 Atiksu 6rneginden optimum sartlarda elde edilen kromatogram

Sekil 6.24’te goriildiigii lizere amakosisiline ait alikonma siiresinde herhangi bir sinyal

elde edilememistir. Bu da 6rnekte amoksisilin olmadigin1 gostermektedir.

Atiksu numunesinde amoksisilin bulundugu durumda gelistirilen analitik yontem ile
dogrulugu yiiksek bir sekilde tayin yapilip yapilamayacagi ve analit sinyali iizerine
matriks etkisini tespit etmek amaci ile spike deneyi yapilmigtir. Bu amacla 10 mL’lik
balon jojeye 1.0 mL 100 mg L™ amoksisilin konulup atiksu numunesi ile hacmi
tamamlanmustir. Ornekler 0.45 micron enjektdr ucu filtrelerde siiziilerek analize hazir
hale getirilmistir. Toplam derisim 10.0 mg L' olacak sekilde spike yapilan érnege ait
kromatogram Sekil 6.25’te goriilmektedir.
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Sekil 6.25 Spike edilmis atiksu 6rneginden elde edilen HPLC kromatogrami

Sekil 6.25’te goriildiigli lizere amoksisilin analitine ait alikonma siiresinde bir analitik
sinyal elde edilmistir. Analit sinyali ilizerine matriks girisimi olup olmadigini tespit
etmek amaci ile kalibrasyon dogrusu yardimi ile atiksu 6rneginde bulunan amoksisilin
derisimi tespit edilmistir. Spike yapilmis numunede amoksisilin miktar1 9.7 mg L™
olarak bulundu. Goriildiigii gibi spike edilen numunede 10 mg L' amoksisilin
beklenirken bu deger 9.7 mg L™ olarak tespit edilmistir. Bu da geri kazanim veriminin
%97 oldugunu gostermektedir. Bu durum gelistirilen analitik yontem ile atiksu
orneklerinde HPLC yardimi ile amoksisilinin kantitatif olarak dogrulugu yiiksek bir

sekilde tayin edilebilecegini gostermektedir.

Analit alikonma siiresinde matriks kaynakli bir problem olup olmadiginin tespiti amaci
ile 0.45 micron filtreden siiziilmiis spike 6rneginden 0.90 mL alinarak iizerine 0.10 mL
500 mg L' amoksisilin ilave edilmistir. Bu sekilde seyreltme miktart minimum
tutularak alikonma siiresi iizerine matriks etkisinin olup olmadigi tespit edilmeye

calisilmistir. Orneklere ait kromatogramlar Sekil 6.26°da goriilmektedir.
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Sekil 6.26 Standard ilave edilmis ve spike edilmis drneklere ait kromatogramlarin
bliytitiilmiis halleri

Elde edilen kromatogramlarda, amoksisiline ait sinyalin alikonma siiresinde bir
degisikligin olmadigi, atiksu O6rnek matriksinin analit tayininde olumsuz etkiye sahip

olmadig1 sonucuna varilmistir.

6.11 Amoksisilinin Biyoerisilebilirlik Calismasi

Bu caligmada, bitkinin amoksisilini hangi oranda biinyesine aldig1 tespit edilmeye
calistlmistir. Bu amagla marul, kereviz, kivircik ve nane olmak iizere 4 farkli bitkiyle
calistlmistir. Bu bitkiler topraksiz tarim ile yetistirilmek iizere beslenmesi ve
biiylimesini saglamak amaci ile her bir bitki i¢in Cizelge 6.6’te de goriildiigii gibi 25 mg
L' amoksisilin iceren 100 mL’lik besiyerler hazirlanmistir. Besiyerde kullanilan fide
tozu ve fide besini ise Istanbul’ da topraksiz tarim yetistiren bir diikkkdndan temin
edilmistir. Ayrica kor calisma olarak besiyerde amoksisilin kullanilmadan bu islemler
tekrar edilip her bitki icin 100 mL’ lik besiyerler hazirlanmistir. Bitkilere iliskin yapilan
deneylere baglarken ¢ekilen fotograflar Sekil 6.27. de goriilmektedir.

48



Sekil 6.27 Kereviz, kivircik, marul ve nane i¢in hazirlanan topraksiz tarim sistemi

Cizelge 6.6 Bitkiler i¢in kullanilan besiyerin amoksisilin ve blank ¢aligsmasi i¢in

bilesimleri
Bitki Besiyerdeki amoksisilin Fide Besini (pL) Fide Tozu (mg)
miktar1 (mg/L)
Nane 25 200 0.5
Kereviz 25 200 0.5
Marul 25 500 0.5
Kivircik 25 500 0.5

Besiyerler hazirlandiktan sonraki ilk asamada, 6. ve 12. giinlerde numuneler alinmistir.

12 . gline kadar yapilmasinin sebebi ise dnceki ¢alismalardan amoksisilinin bozunma

siresinin oda kosullarinda 12 giinde gerceklesmis olmasidir. Alinan numuneler 0.45

micron enjektdr ucu filtrelerde siiziilerek analize hazir duruma getirilmistir. iki giin

araliklarla besiyerlerin kaybettigi miktar kadar saf su eklenip eklenip miktarlar kayit

altina alinmistir.

Her bir bitkinin HPLC sistemindeki analizlerinde elde edilen kromatogramlar asagidaki

sekillerde goriildiigl gibidir.
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Sekil 6.28 Kivircik i¢in amoksisilin igeren besiyerin 0., 6. ve 12. giinlerdeki
kromatogramlar1
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Sekil 6.29 Kivircik igin blank besiyerin 0., 6. ve 12. gilinlerdeki blank ¢alisma icin elde
edilen kromatogramlar
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Sekil 6.30 Kereviz i¢in amoksisilin iceren besiyerin 0., 6. ve 12. giinler i¢in elde edilen

kromatogramlar
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Sekil 6.31 Kereviz i¢in blank besiyerin 0., 6. ve 12. giinlerdeki blank ¢alisma i¢in elde
edilen kromatogramlar
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Sekil 6.32 Marul i¢in amoksisilin i¢eren besiyerden 0., 6. ve 12. giinlerde elde edilen

kromatogramlar
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Sekil 6.33 Marul i¢in blank besiyerin 0., 6. ve 12. giinlerdeki blank ¢alisma i¢in elde
edlen kromatogramlar
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Sekil 6.34 Nane icin amoksisilin igeren besiyerin 0., 6. ve 12. Giinlerde elde edilen

kromatogramlar
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Sekil 6.35 Nane i¢in blank besiyerin 0., 6. ve 12. giinlerdeki blank ¢alisma i¢in elde
edilen kromatogramlar

Sekillerde goriildiigii gibi, amoksisilin davranigi her bitki i¢in aynidir. Besiyerde
amoksisilin pikleri besi yerleri hazirlandig: ilk giin tespit edilirken zaman ilerledikce
amoksisilin sinyalinde belirgin bir degisiklik tespit edilmistir. Bitkilerin 6. giinlerinin
sonunda amoksisilin pik alan ve yiiksekliklerinde biiyiik bir azalma oldugu goriilmistiir.
Buna bagli olarak yaklasim 3.2 min alikonma siireli tanimlanmayan bir pikin ayni

oranda alan ve ylikseklikce arttig1 gézlemlendi. Bu durumu agikliga kavusturmak icin
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yapilan blank calismalarda ise bu tanimlanamayan pik tespit edilememistir. Buna
dayanarak, bitkinin amoksisilini blinyesine alamadigi, amoksisilinin fide besini ve fide
tozu ile bilesiminden etkilesip bozunmus olabilecegi, ayni zamanda bitki yetistirme
kosullar1 geregince bitkilerin giines 1s18ina ihtiya¢ duymasiyla birlikte amoksisilinin

yogun sicaklik altinda bozunma siirecinin hizlanmis oldugu diisiintilmektedir.
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BOLUM 7

SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda bir¢cok ila¢ yapisinda yer alan ve bir¢ok saglik probleminin
iistesinden gelmede aktif bilesen olarak siklikla basvurulan bir kimyasal olan
amoksisilinin farkli matrikslerde tayini i¢in hassas ve analitik bir HPLC metodu
gelistirilmistir. Analitin diisiik tayin limitlerinde dogrulugu yiiksek bir sekilde tayin
edilmesine yonelik sistemin tim degisken parametreleri tez kapsaminda optimize
edilmistir. Optimum sartlar altinda HPLC-UV sisteminde kullanilan Phenomenex ve
Inertsil kolonlar i¢in hesaplanan LOQ/LOQ degerleri sirasiyla 0.016 mg L™/0.052 mg
L' ve 0.016 mg L"'/0.054 mg L™ olarak bulunmustur..

Farkli ortamlarda amoksisilinin davraniginin tespitine yonelik yapilan deneysel
caligmalarin sonuglarina gore, amoksisilinin buzdolab1 ve derin dondurucuda, oda

kosuluna kiyasla daha uzun siire yapis1 bozunmadan saklanabilecegi tespit edilmistir.

Gilintimiizde en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda olan antibiyotiklerin kullanim dogrulugu
acisindan bu ilaglarin prospektiislerinde sdylenen miktarlarda viicuda alinip alinmadigi
antibiyotik direnci i¢in 6nem arz etmektedir. Bu sebeple ila¢ endiistrisinde kullanimda
bulunan dort farkl ilag icin gelistirilen analitik tayin yontemi ile yapilan miktar
analizleri sonucunda, iddia edilen miktarlar ile analiz sonucunda elde edilen miktarlarin

birbirinden ¢ok farkli olmadigi goriilmiistiir.

Amoksisilinin viicuda alindiktan sonra midede bulundugu siire i¢erisindeki davranisini
inceleme amaciyla analiz edilen ticari ilaclardan rastgele secilen bir tabletin mide
ortamindaki davranisi incelenmistir. Elde edilen analiz sonuglarina gore kromatogramda
amoksisilinle birlikte tanimlanamayan bir pik gozlenmistir. Bu iki pikin zaman
igerisindeki degisimleri géz Oniine alinarak amoksisilinin zaman igerisinde bozundugu

ortaya konulmustur.
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Insanin hayati ihtiyaglarindan biri olan suyun talepleri karsilamasi igin atiksu aritim
sistemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Atiksu orneklerinde farkli analitlerin yiiksek
dogruluk ve duyarlilikta tayinleri atiksu aritma stratejilerinin gelistirilmesi agisindan son
derece Onem tagimaktadir. Atiksu aritim sistemlerinde bir kirleticinin aritilip
aritilmadig, aritiliyorsa hangi oranda aritilabildigi  gelistirilecek analitik  tayin
yontemlerinin uygulanmasi ile kolaylikla yapilabilmektedir. Bu sebeple matriksi yogun
olan atiksularda amoksisilin analitinin kantitatif tayininin yapilip yapilamayacagi bu tez
kapsaminda belirlenmek istenmistir. Yapilan deneysel c¢alismalarda yiiksek geri
kazanim verimleri elde edilmis ve amoksisilinin matriks etkilerinden uzak, gelistirilen

analitik yontem ile tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.

Antibiyotikler kapsiil ve siispansiyon gibi farkli formlarda cesitli dolgu maddeleri ile
birlikte viicuda almmaktadir ve bazi yan etkilere yol agmaktadir. Ilag etken
maddelerinin saf olarak dogal yollarla viicuda alinmasimnin daha saglikli olacagi
diisiiniilmektedir. Bu sebeple amoksisilinin ¢esitli bitkilerin topraksiz tarim ile
blinyesine alinmasi amaclanmistir. Bitkinin yetisme kosullarina baglhi olarak

amoksisilinin bozunma hizinin artmasindan dolay1 istenilen sonuglar elde edilmemistir.
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