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ONSOZ

Sefprozil (SFP), genis spektrumlu, 2. nesil sefalosporin grubu bir beta laktam
antibiyotiktir. Bu tez calismasinda SFP’ nin tayini i¢in hem elektrokimyasal hem de
kromatografik analiz yontemleri gelistirilmesi planlanmistir. SFP biyolojik olarak
aktif cis ve trans diyastereoizomerin, 90:10 oraninda karisimmdan olusur. Izomerlerin
ayrimyi, etkinliklerinin farkli olusu sebebiyle gerek klinik agidan gerekse ilac endiistrisi
acisindan c¢ok bliylik 6nem tagimaktadir ve bunun igin yliksek performanli sivi
kromatografisi (YPSK) optimizasyonu ve SFP’ nin izomerlerinin analizi
gerceklestirilmistir. Hem cis-SFP hem trans-SFP’ nin analizi i¢in en uygun hareketli
faz bilesimi belirlenmis, farkli kolonlar, kolon sicakliklari, akis hizi, pH ve tampon
cozelti tiirleri denenerek yontem igin en uygun sartlar se¢ilmis ve yeni, basit, hizl,
duyarl, secici ve ¢evreci bir analiz yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontem igin
yontem gecerlilik testleri ve validasyon caligmalar1 da yapilarak SFP’nin farmasotik
dozaj sekillerinden, idrar ve sentetik serum Orneginden analizi i¢in uygulanabilirligi

arastirilmustir.

SFP elektroaktif bir ila¢ etken maddesi olup, bu tez kapsaminda yiikseltgenme
yoniinde verdigi cevabi incelenmistir. Uygun elektrokimyasal yontem ve ortam
belirlendikten sonra gelistirilen yontemle SFP’ nin farmasétik dozaj formlarindan ve

insan idrar 6rneginden analizine uygulanabilirligi arastirilmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca ¢alismalarimin bilimsellik dahilinde
yiiriimesini saglayan, yliksek lisans 6grenimim boyunca her konuda bana destek ve
cesaret veren, tecriibeleriyle 151k tutan danigman hocam saymn Prof. Dr. Bengi USLU’

ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Caligmalarim stiresince engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, destegini
esirgemeyen, her konuda bana hosgdrii ve sabirla yardimci olan degerli hocam Dr.

Burcin BOZAL PALABIYIK’ a ¢ok tesekkiir ederim.
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Caligmalarim boyunca destegini esirgemeyen, her konuda bana hosgorii ve

sabirla yardimei olan saym Dr. Cem ERKMEN” e ¢ok tesekkiir ederim.

Anabilim dalimiz 6gretim iiyelerine ve arastirma gorevlilerine yardimlar1 ve

anlayislarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Yardimlar1 ve manevi destegi i¢in sevgili arkadasim Tarik KURBAN’ a ¢ok

tesekkiir ederim.

Tim hayatim boyunca sonsuz ilgi ve sevgileri ile verdigim her kararda bana
destek olan, bana her zaman inanan, giivenen, hep yanimda olan moral veren anneme,

babama ve kardeslerime yasamima kattiklar tiim giizellikler i¢in ¢cok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Antibiyotikleri uygun doz ve siirede kullanmak gelisen antibiyotik direnci
sebebiyle giin gectikce daha biiyiik 5nem arz etmektedir. ilag¢ dozu artirildiginda etkisi
de artar ama maksimum seviyeye ulastiktan sonra doz daha da artirilirsa
farmakodinamik etkinin yerini donilisiimsliz toksik etki alir. SFP tayini i¢in
gelistirilecek analiz yontemleriyle biyolojik sivilardaki miktarini belirlemek, SFP’ nin
toksikokinetigini belirlemeyi saglayarak, organ hasarmi minimuma indirmek
konusunda yardimci olabilir. SFP’ nin olas1 toksik etkilerini tespit amaciyla
farmakokinetik parametrelerin  belirlenmesinde kullanilmak iizere biyolojik
numunelerden analizi lizerine ¢alisilmasi adli ve klinik eczacilikta yol gdsterici
olacaktir. Bu tez calismasinda 2. kusak sefalosporin grubu antibiyotik olan sefprozilin
tayini i¢in (SFP) hem elektrokimyasal hem de kromatografik analiz yOntemi
gelistirilmesi ve valide edilmesi hedeflenmistir. Ayrica kromatografik analiz stabilite
gostergeli yapilmistir. SFP’nin hizlandirilmig bozunma c¢alismalariyla stabilitesi ve
yontemin seciciligi incelenmistir. SFP’nin voltametrik analizi iizerine yapilan ilk
calisma olmasi ve kromatografik analizin yiiksek hassasiyetle ve hizli yapilabilecek
sekilde gelistirilmis olmasi bu tezin Ozgilin yonlerini ve literatiire katkilarini

gostermektedir.

1.1. Sefalosporinler

Sefalosporinler 1960°larda kullanima sunulmalarindan bu yana, diisiik toksisite
oranlari, nispeten genis aktivite spektrumu ve uygulama kolaylig1 sebebiyle yaygin
olarak  kullanilan B-laktam antibiyotiklerdir. ~ Cephalosporium acrimonium
mantarindan elde edildigi i¢in bu ismi almistir. Penisilin ve sefalosporin, kimyasal
yapilar1 bakimindan farklilik gdsteren B-laktam antibiyotiklerdir. Sefalosporin,
heterosiklik bir [-laktam-dihidrotiazin, penisilin ise heterosiklik B-laktam ve
tiyazolidin halkalarina sahiptir. Sefalosporinler genellikle alerjik reaksiyon veya

diren¢ durumunda penisiline alternatif olarak regete edilirler. Etki mekanizmalar1 diger



B-laktam antibiyotiklerle aynidir, bakteri hiicre duvarinin sentezinde rol alan
proteinleri inhibe ederek lizise sebep olurlar. Sefalosporinler bu sekilde bakterisidal

etki gosterirler (Feier ve ark., 2017; Marshall ve ark., 1999).

1.2. Sefalosporinlerin Simiflandirilmasi

Sefalosporinler, gram negatif bakterilere karsi aktivite spektrumlarina gore
smiflandirilir. Genel olarak, 1. nesil sefalosporinlerde yiiksek gram pozitif aktivite
vardir, sonraki nesil sefalosporinlere dogru gidildik¢e daha diisiik gram pozitif aktivite
ama bununla birlikte daha yiiksek gram negatif aktivite s6z konusudur.
Sefalosporinlerden 1. nesil olanlar, dar bir gram negatif spektruma sahiptir. Daha ¢ok
gram pozitif bakterilere, 6zellikle Staphylococcus aureus'a karsi etkilidir. Sefoksitin,
sefmetazol gibi 2. nesil sefalosporinler, anaeroblara karsi en iyi aktiviteye sahiptir.
SFP ise 2. nesil bir sefalosporindir, 3. nesil bilesikler, gram negatif bakterilere karsi
yiiksek aktiviteye sahiptir. Kan beyin bariyerini daha kolay gegen 4. nesil
sefalosporinler ve daha direncgli bakterilere kars1 gelistirilmis 5. nesil sefalosporinler

de bulunmaktadir (Arsalan ve ark., 2017; Molavi, 1991).

1.2.1. Sefprozil

HO
H
HN—¢N
N © O

Sekil 1.1. SFP’ nin kimyasal yapis1

-Kimyasal Ismi:

((6R,7R)-7-[(R)-2-amino-2-(p-hidroksifenil)  asetamido]-8-okso-3-[(E) -prop-1-
enil]-5-tiya-1-azabisiklo [4.2.0] okt-2-en-2-karboksilik asit)

-Kapali Formiilii: Ci1sH19N30sS-H20



-Molekiil Agirligr: 407,4 g.mol’!

-Kimyasal yapis1 Sekil 1.1° de goriilen, beyaz ila sar1 renkli kristal bir tozdur. Suda ve

metanolde az ¢oziintir, alkolde kendiliginden ¢oziinmez.

SFP, genis spektrumlu, antibakteriyel etkinlige sahip, 2. nesil bir sefalosporindir.
Biyolojik olarak aktif cis ve trans diyastereoizomerin, 90:10 oraninda karisimimdan
olusur. Diyastereoizomerler, ayna gorintiileri ile iligkili olmayan stereoizomerler
olarak tanimlanir. Ilag etkinligi agisndan, SFP> nin bu iki izomeri, gram-pozitif
organizmalara karsi benzer antibakteriyel aktivite goOsterir. Ancak gram negatif
organizmalara kars1 farkli antibakteriyel aktiviteleri vardir. Gram negatif organizmalar
i¢in cis-SFP’ nin trans-SFP’ den en az alt1 kat daha etkili oldugu bilinmektedir. ileriye
dontik yan etkilerden kagmmak ve daha iyi bir yararlanim i¢in farmakokinetik
parametrelerin her SFP izomeri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmasinin gerekmesi nedeniyle iki
izomerin de ayni anda ayr1 ayr1 tespitini yapabilen tekniklere ihtiya¢ vardir (Brampton,

2019; Jeong ve ark., 2020).

1.2.2. Sefprozilin Etki Alam

SFP, bakteri hiicre duvarinin i¢ zarinda bulunan penisilin baglayici proteinlere
baglanir ve inaktive eder. Penisilin baglayici proteinler, bakteri hiicre duvarinin
yapiminin son asamalarinda rol oynayan enzimlerdir. Penisilin baglayici proteinlerin
inaktivasyonu, transpeptidaz enzimlerinin inhibisyonu ile sonuglanir, bdylece bakteri
hiicre duvar1 saglamlig: i¢in gerekli peptidoglikan zincirlerinin sentezine engel olur.
Bu, bakteri hiicre duvarmin zayiflamasina neden olur ve hiicre lizisine neden olur.
Ozellikle gram-pozitif organizmalar olan Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae ve Streptococcus agalactiae'ye ve yalnizca metisiline duyarli olan
Staphylococcus aureus suslarina karsi etkilidir. SFP ayrica Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, bir¢ok Enterobacteriaceae, Moraxella catarrhalis, ve belirli
anaerobik organizmalara kars1 orta derecede etkilidir ve bazi [-laktamazlarin

hidrolizine kars1 dayaniklidir. Farenjit, bademcik iltihabi, komplike olmayan



bakteriyel siniizit, deri enfeksiyonlari, komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlar1 ve

orta kulak iltihabinda endikedir (Jeong ve ark., 2020; Wiseman ve Benfield, 1993).

1.2.3. Sefprozilin Farmakokinetik Ozellikleri

e Emilim: SFP oral alindiginda yaklasik %95 oraninda emilmektedir.
Yemeklerle veya antiasitle alimi ilacin biyoyararlanimi iizerinde 6nemli
Olciide degisiklik yapmamaktadir.

e Dagilim: Ilag derisimi kanda 2-20 pg/mL arasindayken plazma proteinlerine
%36 oraninda baglanma gostermektedir. Ortalama plazma yarilanma 6mrii
1,3 saat olmakla beraber dagilim hacmi 0,23 L/kg’ dir.

e Metabolizasyon: Biiylik 6l¢lide metabolize olmamaktadir.

e Eliminasyon: Tiim viicut klerens hizi1 3 mL/dk/kg, bobrek klerens hizi 2,3
mL/dk/kg’dir. Uygulanan dozun yaklasik %60 kadar idrar ile atilmaktadir.

Karaciger yetmezligi durumundan etkilenmemekle beraber bobrek yetmezligi
olan hastalarda SFP eliminasyonu énemli 6l¢lide azaldigindan, kreatinin klerensi <30
mL/dk olan kisilerde dozun %50 oraninda azaltilmasi Onerilir. (Barriere, 1992;

Ustiines, 2022).

1.2.4. Sefprozilin Pozolojisi ve Uygulama Sekli

Yetigkinlerde ve 12 yasindan biiylik cocuklarda farenjitte, tonsilitte, deri
enfeksiyonlarinda ve idrar yolu enfeksiyonlarinda 24 saatte bir defa 500 mg, siniizitte
ve alt solunum yolu enfeksiyonlarmda sabah aksam olmak iizere giinde iki kere 500
mg uygulanir. Streptococcus pyogenes’ e bagh gelisen hastaliklarda ilag tedavisi
yarida birakilmamali, SFP ile tedaviye en az 10 giin boyunca devam edilmelidir.
Cocuklarda (6 ay-12 yas) cilt enfeksiyonlarinda giinde bir defa 20 mg/kg, farenjit,
tonsilit ve siniizitte 12 saatte bir 7,5 mg/kg, otitis mediada 12 saatte bir 15 mg/kg,

uygulanir. Beta-hemolitik streptokok enfeksiyonlarinda, ilag tedavisi yarida



birakilmamali, 10 giin boyunca devam edilmelidir (Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumu, 2022).

1.3. Sefprozil ile Yapilmus Literatiirdeki Analiz Calismalar

Bu tez ¢alismasinda SFP’ nin analizi i¢in enstriimantal analiz yontemlerinden
kromatografik ve elektrokimyasal yontemlerin gelistirilmesine odaklanilmistir. SFP’
nin literatiirlerde elektrokimyasal yontemlerle yapilmis herhangi bir analizi
bulunmamaktadir. Elektrokimyasal tekniklerin kromatografi, spektrofotometri vb.
digerlerine gore temel avantaji, daha uygun maliyette ekipman gerektirmesi, daha az
¢oOziicii kullanimi, 6n ayristirma gerektirmemesi, daha hizli olmas1 ve baz1 durumlarda
daha biiytlik bir hassasiyet gostermesidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda SFP’nin tayini
icin li¢ elektrotlu hiicre sistemiyle DPV ve DV metodlar1 kullanilarak voltametrik
analiz yontemi gelistirilmistir. Daha 6nce voltametrik yontemlerle analizi {izerine
calisiimadigindan gelistirilen voltametrik analiz yontemi SFP’ nin hizli, kolay ve
hassas tayini agisindan 6zgiin ve oncii bir ¢alismadir. Bu gelistirilen yontem SFP’ nin

farmasotik dozaj formu ve idrar 6rnekleri lizerinde basariyla uygulanmaistir.

Literatiirde, SFP veya Cis-SFP ve trans-SFP’ nin dozaj formlar1 ve biyolojik
stvilardan tayini i¢in spektrofotometrik yontemler (Gadkariem ve ark., 2009; Jadhay
ve ark., 2013), YPSK (Can, 2011; Park ve ark., 2004; He ve ark.,2018), sivi
kromatografisi- kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) (Liu ve ark., 2016) ve yiiksek
performansl ince tabaka kromatografisi (YPITK) (Gawande ve Bothara, 2014;
Jagapathi ve Seshagiri, 2008) yontemleri gelistirilmistir.

Bu tez ¢caligmasinda, i¢ standart (IS) olarak parasetamol (PAR) kullanilarak ticari
tablet, serum ve idrar orneklerinden SFP izomerlerinin analizi i¢in basit, segici ve
giivenilir bir ultraviyole 151tk (UV) dedektorlii YPSK yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen kromatografik yontemle daha kisa slirede ve daha yiiksek hassasiyetle
SFP’ nin cis ve trans formlarmin yiiksek duyarlilikla analiz edilebilmesi bu ¢galismanin

literatiire katkisini ortaya koymaktadir.



Liu ve ark. (2016) LC-MS/MS yontemiyle insan plazmasindaki SFP
diyastereoizomerlerinin  belirlenmesi i¢in  bir yOntem gelistirmigtir. ~ SFP
diyastereomerlerinin ayrimi i¢in IS olarak sefaleksinin kullanildigi bu calismada, tayin
alt smir1 (TAS) ve yakalama smir1 (YS) bu tezde elde edilen sonuglardan iyi
olmamakla birlikte analiz stiresi hemen hemen aynidir. Liu ve ark.’nin ¢alismasi1 SFP
formiilasyonlarmin biyoesdegerliginin, gelecekteki calismalarda analit olarak yalnizca

Ccis-SFP kullanilarak degerlendirilebilecegini dnermektedir.

Park ve ark. (2004) yaptigt YPSK ile analiz ¢aligmasinda bir C8 kolonu
kullanmis olup mobil faz, asetonitril:glasiyel asetik asit:distile sudan (5,5:1,75:92,75
h/h) olusmaktadir. Ters faz kromatografi yontemiyle ayrim saglanmis olan bu
calismada toplam analiz siiresi 20 dk’dir. Analiz siiresi uzunlugu ve kompleks mobil

faz bilesimi bu yontemin dezavantajlaridir.

He ve ark. (2018) yaptig1 calismada YPSK-MS/MS sistemi ile cis- SFP ve trans-
SFP, serumdan %0,5 formik asit ve asetonitrilden olusan bir gradyan programi
kullanilarak ters faz sivi kromatografisi yontemiyle 4 dk iginde bir C18 kolonunda
ayrilmistir. Bu tez calismasinin bu ¢alismaya iistiinliigli ise daha genis dogrusallik

aralig1 ve hassasiyeti olarak ifade edilebilir (Cizelge 1.1).

Can’in (2011) yaptigi ¢alismada tabletlerden SFP’ nin belirlenmesi i¢in bir ters
fazli YPSK yontemi anlatilmistir. SFP diastereoizomerlerinin ve kafeinin (IS)
ayrilmasi, farkl yilizey kimyalarma sahip iki sabit fazda ayni analitik ve enstriimantal
kosullar uygulanarak gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan kolonlar monolitik
silika Merck Chromolith Performance RP-18 ve geleneksel C18 silika Phenomenex
Synergi Hydro RP kolonlaridir. Toplamda 10 uL numune sisteme enjekte edilmis ve
1,0 mL/dk akis hizinda su:asetonitril (90:10, h/h) kullanilarak ayristirilmstir.
Analizler, yliksek 6zgiillige sahip diyot dizi dedektorii kullanilarak 200 nm'de tespit
edilmistir. SFP diyastereoizomerleri ve kafein, C18 kolonu kullanilarak 13 dk iginde

analiz edilirken, monolitik kolon i¢in 5 dk’dan daha az siire yeterli olmustur.



Jagapathi ve Seshagiri’nin (2008) yaptig1 YPITK ¢alismasinda sabit faz olarak,
silika jel G 60F254 (20 cm x 10 cm) ile 6nceden kaplanmis aliiminyum plakalar,
hareketli faz olarak, 4:4.4:3.2:3:0,8 (h/h) oraninda kloroform: metanol: toluen: dietil
amin: su karisimi kullanilarak SFP’ nin analizi saglanmis ve bu yontem tablet
formunda da uygulanmistir. Analizde SFP, sabit faz olarak gorev yapan 20x10 cm
boyutlarindaki ITK plakas1 iizerinde mobil fazin etkisiyle yiikselmistir. Daha
sonrasinda doteryum lambasiyla 286 nm'de goriintiilenmistir. Karisik mobil faz

bilesimi ve SFP’ nin izomerlerini analiz etmemesi bu yontemin dezavantajlaridir.

SFP monohidratin bozunma iiriinlerinin tanimlanmasi i¢in yapilan bir YPITK
calismasinda Gawande ve Bothara (2014), ICH kilavuzu Q1A (R2) tarafindan 6nerilen
cesitli bozunma kosullarina goére SFP monohidratin stabilitesini belirlemistir.
Hidrolitik, oksidatif, fotolitik ve termal stres kosullar1 i¢in hizlandirilmis bozunma
calismalar1 yapilmistir. Ilag, tiim stres kosullar1 altinda bozunmaya duyarl
bulunmustur. Sabit faz olarak silika jel 60 F254 ile Oonceden kaplanmis
aliminyum plakalar, mobil faz olarak etil asetat:aseton:metanol:su:glasiyel asetik asit
(7,5:2.5:2.5:1.5:0,5 h/h) kullanilmistir.  Dansitometrik  analiz 280 nm'de
gergeklestirilmistir. Dogrusal regresyon analizi verileri, SFP monohidrat i¢in 200—
5000 ng derisim araliginda iyi bir dogrusal iliski gdstermistir. Yontem, tablet dozaj
formundaki ilacin analizi i¢in basariyla uygulanmistir. Cesitli stres kosullar1 altinda
olusan ii¢ bozunma iiriinii, YPITK ile izole edilmis ve Kkiitle spektroskopisi

calismalariyla karakterize edilmistir.

Literatiir taramasinda YPITK yontemiyle SFP’ nin izomerlerinin tespit
edilmemis olup bu yontemin genellikle SFP’ nin bozunma {iziinlerini tespit etmek
amaciyla kullanildig1 goriilmiistiir (Gawande ve Bothara, 2014; Jagapathi ve Seshagiri,

2008).

Gadkariem ve ark. (2009) SFP’ nin saf etken madde ve tablet formundan tayini
icin iki valide edilmis, basit spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Birinci yontem
SFP’ nin askorbik asitle reaksiyona girerek sar1 renkli bir iiriin olusturup 408 nm'de

maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir. Yontem 2, SFP’ nin askorbik



asitle reaksiyonu i¢in optimum kosullarin incelenmesi sirasinda, SFP ¢ozeltisine 0.1
N NaOH eklendiginde soluk bir renk olustugunun fark edilmesiyle geligsmistir. Oda
sicakliginda zamanla rengin yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir ki bu SFP’ nin
NaOH ile bozunmasindan kaynaklanmaktadwr. Bu gozlem, yazarlar1 farkh
konsantrasyonlarda (0,2 N, 0,5 N ve 1,0 N) SFP’ nin NaOH ile reaksiyonunu
incelemeye ve reaksiyonun dogrudan kantitatif bir yontem olarak olas1 kullanimini
arastirmaya yoneltmistir. SFP bu yontemde 486 nm'de maksimum absorbans
gostermistir. Gadkariem ve ark. (2009) gelistirdigi bu yontemde SFP’ nin analizi
yapilmis ve bozunma davranisini incelemek icin ICH Q1 AR2 kilavuzlarma gore

hizlandirilmig bozunma c¢aligmalar1 degerlendirilmistir.

Jadhav ve ark. (2013) yaptig1 calismada SFP’ nin saf etken madde ve farmasdtik
dozaj formunun UV spektrofotometrik yontemle tayini saglanmis olup SFP’ nin stres
kosullarinda bozunma davranisi1 da incelenmistir. SFP 280 nm'de absorbans

gostermistir.

Bu tez kapsaminda YPSK sistemi ile SFP’ nin izomerlerinin standart etken
maddeden, idrardan ve serumdan analizi lizerine ¢aligmalar yapilmistir. Farmasotik
dozaj formuna da basariyla uygulanmasi ilag numuneleri gibi i¢inde yardimci
maddeler ve dolgu malzemeleri bulunan ortamlarda da yontemin uygulanabilirligini

gostermistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. SFP i¢in literatiirlerdeki gelistirilmis analiz yontemlerinin karsilastirmasi

. . ; Dogrusallik Tatbik tr
Analit Yontem I¢ Standart Arahg YS/TAS Alam (dK) Kaynak
YS: 1.00 Jadh
: Il adhav
SFP Spektrofotometri - 2 1_? e hg/m Tablet - Kiran ve
mL TAS: 1.92
! ark. (2013)
ng/ml
YS:0,96
, pgmL!
Spektrofotometri
R TAS: 3.21
(1. Yontem) ug mL!
525 g gladk}a]lrieén
) [ ) rashee
SFP m vs:0,93 | Tablet A ve ark
pgmL! (2009)
Spektrofotometri TAS:
(2. Yontem) 3,089 pg
mL!
YS: 1331 Jagapathi
. - t
SFP | YPITK . 400-2000ng | N SPOL™ gy - ve o
spot TAS: 400 Seshagiri
ng spot! (2008)
YS: 52 ng G d
) S spot! awande
SFP | YPITK - 200-5000 | sp Tablet - ve Bothara
ng spot!
cis- 0,1-25 g TAS: 0,1 35
SFP Sefaloridin | mL™ pg mL! ’ Tae-Hwan
YPSK-UV Serum Park ve ark.
trans- (tr:16,5dKk) | 0,02-2,5 ug | TAS: 0,02 115 | (2004)
SFP mL! pg mL! >
cis- 0,125 16,0 | 1AS:
1 0,125 ug 2,98
SFP . pg mL 1
Sefaleksin mL Min Liu ve
YPSK-MS/MS Serum
(tr: 3,85 dk) TAS: ark. (2016)
trans- 0,0403-1,72 0,0403 g 40
SFP pg mL! n;L'l ’
Cis- YS: 0,03 291
SFP Kafein pgmL! ’
trans (tr: 4,21 0125 TAS: Nafir O
- - dk) o2 HE 10,092 2,85 | Nahzb.
spp | YPSK-UV oL e Tablet Can (2011)
Cis- Kafein YS: 0,032 4.12
SFP (tr: 12,2 dk) pg mL! ’




Cizelge 1.1. Devam. SFP i¢in literatiirlerdeki gelistirilmis analiz yontemlerinin karsilagtirmasi

Analit Yontem i Standart D"fi:lsfg']"k YS/TAS aﬁg’l::‘ (;‘l‘() Kaynak
trans- | <o Uy Kafein 0,1-2,5 ug g’gg& o1 | NafizO.
SFP ’ (tr: 12,2 dk) | mL! e “1 | can(2011)
cis- 0,025-15 5’855' e -
SFP izotop SFP pg mL! r‘r;L'] ’ Guodong
YPSK-MS/MS Serum He ve ark.
(SFP-D4) TAS:
trans- 0,014—1],67 0,014 pg 2.36 (2018)
SFP pg mL oL
YS:
0,0025 pg
0,009-90 pg | mL! Tablet
mL! TAS:
0,0085 pg
mL"!
YS:
Cis- 0,00126 ug
SFP 0,009-90 pg | mL Serum 2,42
mL! TAS:
0,0086 pg
mL!
YS: 0,026
pgmL!
211(1‘91-90 HE | TAS: Idrar
0,087 pg T
YPSK-UV PAR mL"! ef
(tr: 3,55 dk) YS: gi)g;‘a“
0,0003 pg
0,001-10 pg | mL! Tablet
mL! TAS:
0,001 pg
mL-l
YS:
0,0003 pg
tsr;‘lrls' 0,001-10 pg | mL"! Serum 2,84
mL! TAS:
0,001 pg
mL-l
YS:
0,003ug
g;g_ll_lo HE | mpt Idrar
TAS: 0,01
pg mL!

Bu tez caligmasinda SFP’ nin tayini i¢in hem elektrokimyasal hem de
kromatografik analiz yontemleri gelistirilmesi amaglanmistir. Hem cis-SFP hem de
trans-SFP antimikrobiyal aktiviteye sahiptir, ancak gii¢leri olduk¢a farklidir. Bu
nedenle, farmakokinetik ve biyoesdegerlik ¢alismalari i¢in her iki izomeri ayni anda
belirlemek amaciyla hassas, yiiksek ayrim giiciinde ve hizli analiz saglayan kolonlarin

kullanildig1, ¢evre dostu ve ekonomik bir stabilite gostergeli YPSK yontemi
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gelistirilmesi ve bu yontemin SFP’ nin izomerlerini farmasotik dozaj formundan,

serum ve idrar 6rneklerinden analiz etmede kullanilmasi hedeflenmistir.

Miktar tayini i¢in kullanilmasinin yani sira viicuda alindiginda nasil metabolize
olabilecegi hakkinda bilgi edinilmesi i¢in voltametrik olarak SFP’ nin analiz
yonteminin gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmistir. Bu yontemle SFP’nin
farmasotik dozaj formu ve idrar 6rneklerinden analizinin yapilmasi da planlanmastir.
Bu madde iizerinde daha Once yapilmis bir voltametrik tayin c¢alismasinin

bulunmamasi tezin 6zgiin tarafidir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Tez Cahismalarinda Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Saflik kontrolii amaciyla deneylerde kullanilan SFP’ nin UV-Goriiniir Bolge

(GB) spektrumu alinmistir. Bu sonu¢ firmanin analiz sertifikasiyla karsilastirilarak

maddenin bu ¢alisma i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

Calismada kullanilan standart madde (Cizelge 2.1), ilag dozaj formu (Cizelge
2.2), kimyasallar (Cizelge 2.3, Cizelge 2.4) ve nerden elde edildikleri belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan standart madde

Standart Madde Adi

Uretici Firma Adi

SFP

Nobel Ilag Sanayii ve Ticaret Anonim

Sirketi

Cizelge 2.2. Tayinlerde iizerinde ¢alisilan ilag dozaj formu ve birim doz igerigi

Madde ad1 Miistahzar Adi

Farmasotik Sekli

Birim Doz Igerigi

SFP Ultracef

Tablet

500 mg
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Cizelge 2.3. Voltametrik analizde ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddenin Adi Uretici Firmanin Adi

Stilfiirik asit Merck

Kimyasal Maddenin Adi Uretici Firmanin Adi

Hidroklorik asit Merck

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich

Asetonitril Sigma-Aldrich

Metanol Sigma-Aldrich

Borik asit Pancreac

Fosforik asit Sigma-Aldrich

Glasiyel asetik asit Merck

Sodyum dihidrojen fosfat Sigma-Aldrich

Sodyum asetat trihidrat Sigma-Aldrich

Alumina BASi

Idrar numunesi Herhangi bir ilag kullanmamis, saglikl
goniillii insanlardan temin edilmistir.

Cizelge 2.4. Kromatografik analizde c¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal
maddeler

Kimyasal Maddenin Adi Uretici Firmanin Adi

Seftazidim

PAR

Sefazolin
Sefaklor

Asetonitril Sigma-Aldrich
Metanol

Amonyum asetat

Amonyum format

Sodyum asetat

Sentetik serum

[drar numunesi Herhangi bir ila¢ kullanmamais, saglikli
gOniillii insanlardan temin edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

2.1.2.1. Voltametrik Analizde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

SFP etken maddesinin elektrokimyasal davranislarinin incelenerek idrarda ve
farmasotik dozaj sekillerinde tayin edilmesi i¢in gelistirilen ¢aligmalar Autolab
PGSTAT204 elektrokimyasal analizorii kullanilarak ti¢ elektrotlu sistem ile
gergeklestirilmistir.

Voltametrik deneylerde ¢alisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot (CKE)
(BASIi, = 3 mm), referans elektrot olarak Ag/AgCl (BASi, MF 2052) elektrodu, karsit
elektrot olarak Pt telin (BASi, MF 1032) kullanildig1 ii¢ elektrotlu sistem ile
calisilmistir (Sekil 2.1).

Cozeltilerin hazirlanmasi ve karistirilmasi i¢in ultrasonik banyo (ISOLAB) ve
vorteks karistirict (ISOLAB) kullanilmustir. idrar &rnekleri ile yapilan analiz
calismalarinda santrifiij cihazi (Niive NF 200), cozeltilerin pH’m1 6lgmek igin
SevenCompact™ pH/IonS220 (Mettler Toledo, Switzerland) pH metre kullanilmistir.
Sulu ¢dzeltiler Millipore Milli-Q® sistem cihazindan alinan distile su ile hazirlanmis
olup tartimlar Radwag marka hassas terazi ile yapilmistir. Sivi Slglimi ve

eklenmesinde Axigen® marka mikro pipetler kullanilmustir.

2.1.2.2. Kromatografik Analizde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Millipore Milli-Q® system saf su cihazindan alinan distile su (Millipore, Milford,
MA, ABD) gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve temizlik i¢in kullanilmistir.
Kromatografik analiz, UV-GB dedektorii, pompa, kolon firmi ve otomatik
ornekleyiciden olusan bir Shimadzu Prominence-i LC-2030C marka YPSK cihazinda
gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik deney, calisma dalga boyunu belirlemek i¢in
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sabit yarik genisligine (2 nm) sahip 1 cm kuvars hiicreler bulunan Agilent Cary 60

UV-GB spektrofotometre ile ger¢eklestirilmistir.

2.1.3. Kullanilan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.1.3.1. Voltametrik Analiz icin Standart Madde Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

pH taramasi1 calismalar1 1x10* M SFP ile gerceklestirilmistir. Stok SFP ¢ozeltisi
50 mL balon joje igerisinde derisimi 1x10> M olacak sekilde hazirlanmistir. Bu
amagcla 20,35 mg SFP tartilip distile suda ¢oziilmiis olup bu ¢ozeltiden mikropipetle 1
mL almip istenen tampon ¢dzelti ile 10 mL’ye tamamlanarak 1x10* M SFP elde

edilmistir.

2.1.3.2. Kromatografik Analiz i¢in Standart Madde Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Derisimi 1 mg mL™" olan stok SFP hazirlayabilmek i¢in 0,9 mg mL"! cis-SFP ve
0,1 mg mL™! trans-SFP distile su ile ve IS olarak 1 mg mL™"' PAR distile suyla ayr1 ayr1
hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmistir. Vorteksle iyice karistirildiktan sonra 0,1 mg
mL! PAR igeren cis-SFP ve trans- SFP’ nin standart ¢ozeltileri, stok ¢dzeltiden distile

su ile seyreltilerek hazirlanmigtir.

2.1.3.3. Voltametrik Analiz i¢in Idrar Stogu Hazirlanmasi

Tam tartilmis 40,74 mg SFP, 10 mL distile suda ¢oziilerek 1x102 M SFP
¢ozeltisi elde edilmistir. Idrar stogu hazirlamak i¢in 3,6 mL idrar, 5,4 mL asetonitril,
1 mL 1x10 M SFP ¢dzeltisi santrifiij tiipiinde birlestirilerek 15 dk ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra 15 dk 5000 rpm de santrifiij edilmistir. idrar proteinlerinin
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cokmesi saglanmis olur ve lstteki berrak ¢ozeltiden 1 mL alinarak pH 3,0 BRT 10
mL’ye tamamlayana kadar eklenerek derisimi 1x10* M olan SFP iceren idrar stogu

elde edilmistir.

0,9 mL idrar, 1,35 mL asetonitril, 0,25 mL ¢dziicii (su) kullanilarak da 1x10 M
destek idrar (kor) stogu elde edilmistir. Idrar ¢dzeltileri, goniillii saglikli ve higbir ilag

kullanmayan insanlardan alinan idrar 6rnekleriyle hazirlanmistir.

2.1.3.4. Kromatografik Analiz i¢in Serum ve idrar Stogunun

Hazirlanmasi

Serum numunelerinden cis-SFP, trans-SFP ve PAR ekstraksiyonu i¢in basit bir
tek adimli sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir. SFP ve PAR'm stok ¢ozeltisinin 1,5
mL’si, 3,0 mL seruma eklenmis ve yaklasik 10 saniye karistirilmistir. Daha sonra saf
asetonitril (4,0 mL) eklenip ve 5000 rpm'de oda sicakliginda 15 dk santrifiij edilmistir.
Ardindan silipernatan alinarak, stok soliisyonu elde etmek i¢in 0,45 um’lik plastik
siriga filtresinden gegirilmistir. Kalibrasyon cozeltileri, bu stok ¢ozeltiden distile
suyla bir seri halinde seyreltilerek hazirlanmigtir. Ayrica etken maddenin idrar

numunelerinden analizi i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri de benzer sekilde hazirlanmistir.

2.1.3.5. Sefprozil Tablet Cozeltisinin Hazirlanmasi

Her bir tablet 500 mg SFP icermektedir. Voltametrik analiz i¢in de
kromatografik analizler i¢in de 10 adet tablet, havanda homojen bir toz y1gin1 haline
getirilecek sekilde ezilip karistirildiktan sonra voltametrik analizler icin 1x10~ M
SFP’ ye esdeger miktarda tam tartilmistir (33,66 mg), kromatografik analiz i¢in ise
500 mg SFP’ ye esdeger bir kisim dogru bir sekilde tartilmis ve ayri ayri1 balon
jojelerde distile su ile 30 mL’ ye tamamlanmustir. lyice ¢dziinmesi igin, 15 dk

ultrasonik banyoda tutulmus sonra da 50 mL’ ye distile suyla tamamlanip iyice
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karigtirilarak hazirlanmistir. Stok ¢ozelti hazirlamak i¢in elde edilen bu ¢ozelti, YPSK

calismasi i¢in giringa filtresi (0,45 pm) kullanilarak stiziilmiistiir.

Hazirlanan 1x102 M derisimindeki stok SFP ¢dzeltisinden 200 uL almip pH 3,0
Britton-Robinson tamponu (BRT) ile tiipte 10 mL hacme tamamlanarak 2x10° M
derisiminde ¢ozeltiler elde edilmis ve voltametrik analiz yontemiyle tablette yapilacak

calismalar i¢in bu ¢ozelti kullanilmastir.

2.1.3.6. Voltametrik Analizde Tabletten Geri Kazanim Cahsmalan icin

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Geri kazanim calismalar icin tabletten hazirlanan 1x107 M stok ¢dzeltiden 200
uL, saf etken maddeden hazirlanan 1x1073 M stok ¢dzeltiden 200 pL alinip 10 mL’ye
pH 3,0 BRT ile tamamlanarak 4x10~ M derisiminde ¢ozeltiler hazirlanmugtir.

2.1.3.7. Voltametrik Analizde idrar Numunesinden Geri Kazanim

Cahismalan Icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Geri kazanim ¢alismalari i¢in idrardan hazirlanan 1x10“M stok ¢dzeltiden 800
uL, saf etken maddeden hazirlanan 1x10 M stok ¢ozeltiden 200 uL alnip 10 mL’ ye
pH 3,0 BRT ile tamamlanarak 1x10° M derisiminde ¢ozeltiler hazirlanmustr.

2.1.3.8. Kromatografik Analizde Geri Kazanim Cahsmalan i¢in

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Geri kazanim c¢alismalar1 i¢cin Onceden analiz edilmis ve miktar1 bilinen
numunenin lizerine %150, %100, %50 ve %25 oranlarinda standart etken madde

eklenmistir. Nihai miktara 100 pg mL™""e ulagsmak i¢in tiim ¢6zeltilere gerekli miktarda
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IS eklenmistir. Bu calisma SFP’ nin farmasotik dozaj formu, serum ve idrar

numuneleri i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

2.1.3.9. Voltametrik Analiz icin Tampon Cézeltilerin Hazirlanmas:

Fosfat tamponu: pH 6,0 pH 7,0 ve pH 8,0 fosfat tamponlarmi elde etmek i¢in
15,601 g mono sodyum fosfat distile su ile ¢oziilerek 500 mL’ye distile su ile

tamamlanmis ve istenen pH’larda tamponlar elde edilmistir.

pH 2,0 ve pH 3,0 fosfat tamponlarini elde etmek i¢in 6,75 mL fosforik asit alinip
distile suda ¢oziilerek 500 mL’ye distile su ile tamamlanmis ve pH metre yardimiyla

istenen pH’lara ayarlanmastir.

Asetat Tamponu: 28,6 mL asetik asit distile suda ¢oziilerek 500 mL’ye distile su
ile tamamlanmig ve 5 M NaOH c¢ozeltisiyle pH 3,7; 4,7 ve 5,7 degerlerine

ayarlanmistir.

BRT: 2,3 mL glasiyel asetik asit, 2,47 g borik asit ve 2,7 mL fosforik asit distile
su ile ¢oziildiikten sonra 1 L’ye tamamlanmis ve pH 2,0-10,0 araligimda pH’lara

ayarlanarak ¢alisilmistir.

5 M NaOH Cozeltisi: 20 g NaOH tartilarak distile su ile beherde karistirilip
yikanarak balon jojeye alnip 100 mL’ye tamamlanmistir. Yukarida belirtilen

tamponlari, istenen pH’lara ayarlamada bu ¢ozelti kullanilmistir.
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2.1.3.10. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi icin Hareketli Faz

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Derigsimleri 5 mM’den 40 mM’a artan amonyum asetat ¢ozeltileri, tampon
coOzelti olarak kullanilmistir. Saf asetonitril %5-15 oraninda olacak sekilde tampon

¢ozeltide denenmis ve gradiyent olarak sisteme verilmistir.

2.1.3.11. Stabilite Testleri I¢cin Numune Hazirlanmasi

Bozunma deneyleri i¢in numuneler 1-12 saat stres faktdriine maruz kaldiktan
sonra, 50 pg mL™!" lik derisime distile su ile seyreltilerek hazirlanmis ve dlgiilmiistiir.

Distile su, maruz kalma siiresi boyunca SFP ile bir arada tutulmustur.

2.2. Yontem

Bu c¢alismada SFP’ nin analizi i¢in elektroanalitik yontemlerden doniisiimlii
voltametri (DV) ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleriyle, kromatografik

analiz yontemi olarak ise YPSK-UV sistemi ile analiz yontemi gelistirilmistir.

2.2.1.Voltametri

Elektroanalitik yOntemler; etkin maddelerin elektrokimyasal 06zelliklerinin
incelendigi se¢ici, az miktarda numune ve az miktarda ¢oziicii ile calisilabilen, ¢cevreci,
ekonomik ve kolay yontemlerdir. Voltametride analiz edilmek istenen maddeler
destek elektrolit ad1 verilen tampon ¢ozeltisine eklenerek kalitatif, kantitatif 6l¢iimler

gerceklestirilir.

Voltametri ve polarografi elektroanalitik yontemlerin iki temel tiirtidiir. Deneyde

kullanilan kullanilan elektrodun kati elektrot oldugu bu yonteme ‘voltametri’ adi
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verilir. Voltametride tampon c¢ozelti igerisinde c¢alisma elektroduna potansiyel
uygulanir ve uygulanan potansiyele karsi elektrodun vermis oldugu akim incelenir.

Akim-potansiyel grafigine ‘voltamogram ’ denir (Gosser, 1993; Ugar, 2019).

Genellikle ila¢ etken maddeleri elektroaktif maddelerdir ve elektrokimyasal
yontemlerle tayini miimkiindiir, pratikliginden dolay: da siklikla kullanilmaktadir. Bu
calismada uygulanan yontem olan voltametri, elektrokimyasal hiicredeki akim-
potansiyel iliskileri yoluyla ve kontrollii bir potansiyelde bir elektrodun akim-zaman

tepkisi ile ¢ozelti icerigini incelemek i¢in kullanilir (Kounaves, 1997).

Voltametrik tekniklerin analitik avantajlari, hem inorganik hem de organik tiirler
icin ¢cok genis bir dogrusal derisim aralig1 (10! ila 10"'? M) ile milkemmel hassasiyet,
cok sayida ¢oziicii ve elektrolitle calisma imkani, analiz i¢in genis bir sicaklik araligi,
hizl1 analiz siireleri (saniyeler), birka¢ analitin eszamanl tayini, kinetik ve mekanik
parametreleri belirleme yetenegi, bilinmeyen parametrelerin degerlerini makul bir

sekilde tahmin etme yetenegi ve kiigiik akimlarin Sl¢iilebilmesidir (Kounaves, 1997).

Elektrokimyasal hiicrede analiz sirasinda maddenin ¢6zeltiden elektrot yiizeyine
taginmasi ii¢ sekilde olur. Bu elektron gegisi yollari, konveksiyon, gé¢ (migrasyon) ve
diftizyondur. Go¢ etme yoluyla elektriksel aktarimda iyonlar bu alanin etkisiyle kendi
yiikiine ters yiikteki elektrotlara dogru ¢ekilirler. Yani anyonlar anoda, katyonlar
katoda dogru goc¢ eder. Iyonlarm elektriksel alandaki hareket hizlari, ¢alisilan
ortamdaki yonlenme bi¢imine ve iyon biiyiikliigiine baglidir (Brett ve Brett, 1993;
Bozal, 2009).

Difiizyon, miktar farkliligindan kaynakli olarak gelisir, hiicredeki ¢ozeltiden
elektrot ylizeyine iyon aktarimi ifade eder. Diflizyonla kiitle aktariminin hizi, elektrot
yiizeyiyle ¢ozelti arasindaki derisim degisikliginden kaynaklanir ve ilag¢ etken maddesi
ile ¢oziiciiniin tlirtine baghdir. (Brett ve Brett, 1993; Bozal, 2009).
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Konveksiyon, karigtirma veya elektrotun dondiiriilerek yilizeyinden gegen
cozeltinin akisiyla yani mekanik hareketle olan elektron tasinmasi yontemidir. Bu
yontemlerden sadece diflizyonla elektron aktariminda akim derisimle dogru orantil
oldugu icin voltametride iyonlarin elektrot ylizeyine sadece difiizyonla tasinmasi

tercih edilir (Brett ve Brett, 1993; Bozal, 2009).

2.2.2. Polarografi

Polarografi voltametrinin ilk bulunan ve kullanilan tipidir. Bu yontemde
kullanilan ¢alisma elektrodu, cam ince bir borudan akarak biliyiiyen ve belirli bir
biiyiikliige eristiginde kopup damlamasiyla analizin yapildigi bir civa elektrottur.
Olgiim sonucu meydana gelen gerilim-akim grafigine ‘polarogram’ denir.
Karsilastirma elektrodu ve karsit elektrot voltametridekiyle aynidir. Polarografide
olugsan her damlada yeni temiz bir metal yiizey olusmaktadir. Bu da yiiksek tekrar
edilebilirlikte ve saglikli sonuglar saglar. Civa elektrodu kolaylikla imal edilebilir.
Bunlar gibi birgok avantajinin yaninda civa buharmnin toksik olmasi, civanin
damlatilmasinda  kullanilan  kilcallarm  tikanabilmesi, damlama siiresinin
ayarlanmasinin zorlugu gibi dezavantajlar1 da vardir. Polarografik yontemde civa
elektrotlary, 22,0 V' a kadar genis bir katodik potansiyel araliginda kullanilabilme
avantajina sahiptir. Bununla birlikte, anodik aralik icin civanin kolayca
yiikseltgenmesi nedeniyle kapasiteleri sinirlidir. Polarografinin bir baska kisitlayici
ozelligi de artik akim vermesidir. Yiikleme akimi da denilebilen artik akim, ¢ozeltideki
analit hari¢ diger tiirlerin elektrokimyasal aktivitesinden kaynaklanan arka plan akimi
olarak kabul edilebilir. Artik akim, klasik damlayan civa polarografide en diisiik tayin
miktarin1 10° M civarinda smirlar. Bundan daha diisiik derisimlerde, maddenin
analizine imkan tanimaz c¢linkii diflizyon akimi, artik akimdan daha disiik kalir,

Olciilemez (Tungel ve ark., 1984; Uslu ve Ozkan, 2007)
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2.2.3. Voltametride Kullanilan Elektrotlar

Voltametrik analizlerde ¢ogunlukla ticlii elektrot sistemi kullanilmaktadir. Bu
tez kapsaminda kullanilacak olan hiicrede de analiti iceren destek elektrolite
daldirilmis ¢ elektrot bulunur (Sekil 2.1). Bunlar; calisma elektrodu, karsilastirma
elektrodu ve karsit elektrottur. Calisma elektrotu ile karsilastirma (referans) elektrotu
arasmna gerilim uygulanirken, karsit elektrot ile ¢alisma elektrodu arasinda meydana

gelen akim Sl¢iiliir (Brett ve Brett, 1993; Bozal, 2009).

2.2.3.1. Karsilastirma (Referans) Elektrotlar:

Potansiyeli, incelenen c¢ozeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin
derisiminden bagimsiz olup analiz siiresince degismez sabit kalir. En ¢ok kullanilan
referans elektrotlar kalomel elektrot (Hg>Clo,/Hg) ve glimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl)
elektrotlardir (Sekil 2.1.)(Brett ve Brett 1993; Dayton ve ark. 1980; Harris 2005 ve
Wang ve Schultze 1996).

2.2.3.2.Calisma Elektrotlar

Voltametrik tekniklerin performansi c¢alisma elektroduna baghdir. Analit,
calisgma elektrotunun yiizeyinde yiikseltgenir veya indirgenir. Maddeler g¢alisma
elektrodu tizerinde indirgeniyorsa katodik akim, yiikseltgeniyorsa anodik akim olusur.
Voltametride ¢aligma elektrodu olarak kati elektrotlar kullanilir. Kat1 elektrotlar genel
olarak teflon veya gelistirilmis gii¢ ve sertlik sergileyen bir floropolimer olan Kel-F
gibi inert maddeden yapilmais bir tiipiin i¢ine gomiilii altin, platin ya da karbon gibi bir
elektrot malzemesinin kisa silindirik bir ¢ubugundan olusur. Uygulamas: kolay,
modifiye edilerek gelistirilebilir, iyi iletkenlikte ve nispeten ucuzdur. Karbon bazli
elektrotlar genis bir potansiyel araliginda ¢alismaya miisaittir. Olusan artik akimin ¢ok
diisik olmasi nedeniyle de elektroanalitik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadr. Bu tezde kullanilan karbon elektrot olan camsi karbon elektrot
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(CKE) (Sekil 2.1), kimyasal olarak inert yapidadir ve gazlara karsi gegirimsizlik
gostermek, pratikte gaz sizdirmamak, son derece diisiik gozeneklilik sergilemek ve
elektrigi iletmek gibi avantajlara sahiptir. Kolay monte edilir, parlatilabilir ve tiim
yaygin ¢oziiclilerle uyumludur. Ayrica tekrarlanabilir bir performans sergiler. CKE ile
aktivasyonu saglamak ve yiiksek kesinlikte sonuglara ulasmak icin ¢esitli on islemler
yapilmaktadir. Bu islemlerden biri olan parlatma islemi bu tez c¢alismasinda
kullanilmistir. Uygun yapiya sahip oldugundan her calisma dncesi ylizeyi aliimina ile
parlatilarak temizlenebilmektedir (Brett ve Brett 1993; Dayton ve ark. 1980; Harris
2005 ve Wang ve Schultze 1996).

2.2.3.3. Karsit Elektrotlar

Referans Elektrot
(Ag/AgCl)

J Calisma Elektrodu
(CKE)

Karsit Elektrot
(Pt)

Sekil 2.1. Tez calismasinda voltametrik analizlerde kullanilan ii¢ elektrotlu hiicre sistemi

Elektrigin, ¢alisma elektroduna aktarilmasini saglayan elektrotlardir. Calisma
elektrodunda yiikseltgenme oluyorsa karsit elektrotta tam tersi yani indirgenme
gerceklesir. Karsit elektrot olarak nadiren Au ya da grafit kullanilsa da genellikle Pt
elektrot kullanilir (Sekil 2.1). Genellikle iizerinde biriken potansiyel dlgiilmez ve
boylece calisma elektrodunun potansiyelini kontrol eder (Brett ve Brett 1993; Calik,
2017; Dayton ve ark. 1980; Harris 2005 ve Wang ve Schultze 1996).
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2.2.4. Camsi Karbon Elektrotun Temizlenmesi

Tekrar edilebilir sonuglar elde etmek i¢in voltametrik dlgiimlere baslamadan
once calisma elektrodu temizlenmektedir. Bu amagla yumusak yiizeyli parlatma pedi
ylizeyi distile suyla yikandiktan sonra islak haldeyken {izerine toz halde alumina
dokiiliip belirli sayida dairesel hareketlerle CKE temizlenmistir. Her bir temizlemeden
sonra elektrot yiizeyi distile su ile yikanmustir. Her Olclim Oncesi bu islem
tekrarlanarak elektrot ylizeyindeki adsorbe olmus organik ve inorganik kirlilikler
temizlenmis yani 6l¢timii bir 6nceki dlgtimlerin etkilememesi ve yiiksek hassasiyetle

gerceklesmesi saglanmis olur (Bozal, 2009).

2.2.5. Voltametrik Teknikler

Yaygin olarak kullanilan voltametrik teknikler, diferansiyel puls voltametrisi,

styirma voltametrisi, doniisiimlii voltametri ve kare dalga voltametrisidir (Kounaves,

1997)

2.2.5.1. Doniisiimlii Voltametri

[lag aktif bilesiklerinin oksidasyon/rediiksiyon mekanizmas1 hakkinda énemli
bilgiler saglamak ic¢in kullanilan doniistimlii voltametride potansiyel 6nce artirilir
ardindan ilk degere dondiiriiliir (Sekil 2.2). Burada, uygulanan potansiyele karsi akim
olgtiliir. Hizl bir sekilde analiz yapilan bu yontemin hassasiyetinin diigiik olmas1 daha
cok kalitatif analizlerde kullanilmasmi gerektirir. DOniistimlii voltametri tekniginde,
farkli tarama hizlarinda 6lgiimler yapilarak elektron transferine eslik eden kimyasal

reaksiyon olaylar1 belirlenebilir. (Kounaves, 1997; Uslu ve Ozkan, 2011).
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(A) Pot:a}*nsiyel (B) Ak iP )

-
L

Zaman Potansiyel

Sekil 2.2. Doniistimlii voltametride uygulanan potansiyel-zamanin grafigi ve olusan
voltamogram.
(A): potansiyel-zaman grafigi; (B): elde edilen voltogram

Elektrokimyasal tepkimelerde elektroaktif tiir ve calisma elektrodu arasindaki
elektron transferi, ¢ozelti ve elektrot ara ylizeyinde gerceklesiyorsa difiizyon kontrollii,
elektron transferi elektrot yiizeyinde gerceklesiyorsa adsorpsiyon kontrollii
geceklesiyor demektir. Kullanilan elektrot yiizeyinde olusan elektrokimyasal

reaksiyon tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez olarak gruplandirilabilir (Canbaz, 2008).

DV ile gergeklesen reaksiyon mekanizmasi anlasilabilir. Pozitif ya da negatif
alandan yalnizca birinde pik varsa tersinmez bir reaksiyon gergeklesiyor demektir. Her
iki alanda da pik varsa, reaksiyon tersinirdir diyebiliriz (Agin ve Atal, 2019; Bozal,
2009 ve Erden, 2009).

2.2.5.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi

DPV, voltametrik hiicreye zamanla dogrusal olarak artan bir potansiyel
verilerek, bu yontemde akim iki kez Olgiilmekte ve belli bir zaman araligiyla puls
uygulanmaktadir (Sekil 2.3). Tam olarak pulsun basladig1 anda ve pulsun bitmesine
yakin akim degerleri dlciilerek farki alinir. DPV’de faradayik akimin biiyiik olmasi1 ve
faradayik olmayan artik akimin diisiik olmas1 diger voltametrik yontemlere kiyasla
DPV’de daha fazla hassasiyet saglar. Analitin 10® M kadar diisiik derisimlerde
Ol¢lilmesine izin verir. Puls genligi ve potansiyel tarama hizinin se¢imindeki denge,

yontemin hassasiyeti i¢cin dnem arz etmektedir. Daha biiylik puls genligi secilmesi
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daha genis piklerle sonuglanir. Hiz olarak 5 mV.s™ ve 25-50 mV’lik puls genlikleri

yaygin olarak kullanilmakla birlikte analite, ¢oziiciilere gore optimize edilir (Bozal,

2009; Erden, 2009; Kounaves, 1997; Uslu ve Ozkan 2011 ve Wang ve Schultze 1996).

(A)

Potansivel

Akim

(B)

Zaman

v

Potansiyvel

Sekil 2.3. DPV’de potansiyel-zaman grafigi ve elde edilen voltamogram.
(A): potansiyel-zaman grafigi; (B): elde edilen voltogram

2.2.5.3. Kare Dalga Voltametrisi

Calisma elektrodu iizerine simetrik kare dalgalar seklinde bir potansiyel

uygulanir (Sekil 2.4). ileri ve geri yonde uygulanan pulslarmn bitislerinde akim

degerleri dlgiilerek birbirinden ¢ikartilip akim tespit edilir. DPV’den farki daha hizli

ve hassas olmasidir ¢iinkii bu voltametri yonteminde artik akimm etkisi minimuma

indirilmistir (Agin ve Atal, 2019; Bozal, 2009; Erden, 2009; Kounaves, 1997 ve Uslu

ve Ozkan, 2011).

(A)

Potansivel

Akum

(B)

Zaman

Potansiyel

Sekil 2.4. KDV’de potansiyel- zaman grafigi ve elde edilen voltamogram.
(A): potansiyel-zaman grafigi; (B): elde edilen voltogram
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2.2.5.4. Siyirma Voltametrisi

Son derece diisiik algilama ve belirleme limitleriyle (yaklasik 10712-1071° M)
farmasotik analizlerde yaygin kullanimi olan bir yontemdir. Duyarlili§1 artirmak
amaciyla gelistirilmis iki asamal1 bir tekniktir. {lk asamada analitin ufak bir kismu,
elektrot yiizeyinde biriktirilir, sonrasinda yiizeyde biriken elektro aktif madde DPV ya
da KDV ile olgiilerek akim-potansiyel egrilerinden yola ¢ikilmasiyla miktar analizi
gergeklestirilir. (Cheize ve ark., 2012; EI-Shahawi ve ark., 2013; Uslu ve Ozkan, 2011
ve Wang ve Schultze 1996).

2.2.2.Kromatografi

Kromatografi temel amaci hedeflenen numune/numunelerin  ayriminin
yapilmasi ve miktarinm dlgiilmesi olan bir yontemdir. Ornegin kolonda tutulmasi ve
ilerlemesi durumu yani analizi, kolon maddesi ve hareketli faz arasindaki elektron ¢ifti
alici-verici ya da iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi olaylarla

gergeklesir (Bidlingmeyer, 1993; Hamilton ve Sewell, 1982 ve Hupe ve ark., 1992).

Kromatografinin en ¢ok kullanilan, tercih edilen ¢esidi ise bir sivi kromatografisi
olan YPSK’dir. Bu ayirma tekniginde mobil faz, analiz edilecek numuneleri ¢6zmek
icin kullanilir. Mobil fazda ¢6ziinmiis olan numune kolondan gegerken kolonun
icindeki farkl: tiirde parcaciklar igeren sabit kisim tarafindan tutulur. (Bidlingmeyer,

1993; Hamilton ve Sewell 1982; Hupe ve ark., 1992 ve Tesio ve Robledo, 2021).

2.2.2.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasinda, fazlarin polarhigi, tiird,
molekiillerin adsorpsiyon, dagilma ve iyon degistirme gibi 6zellikleri ve teknigin
uygulama yontemi gibi 6zellikler temel alinarak Cizelge 2.5°teki gibi bir siniflandirma

yapilabilir. (Erkmen, 2017).

27



Cizelge 2.5. Kromatografik Yontemlerin Kategorilendirilmesi (Erkmen, 2017)

Adsorbsiyon Kromatografisi

<

% Dagilma Kromatografisi
= é 3 Iyon-Degistirme Kromatografisi
a7
: E 8 Jel Filtrasyon Kromatografisi

g Ilgi (Affinite) Kromatografisi

= Iyon Cifti Kromatografisi
’% E S1vi Kromatografisi
<Nt &)
o Gaz Kromatografisi
z = | .
:<Zt :8 Kolon Kromatografisi (YPSK, Gaz kromatografisi)
3 o Diizlem Kromatografi (Ince Tabaka Kromatografi ve Kagit
5 QO
(>_? E Kromatografisi)
- B

<
Z % Normal Faz Kromatografi
N o &2
< Eﬁ % % | Ters Faz Kromatografi
2 5 2 °
a

Kromatografik temelli yontemlerin

degisik  faktdrlere

gore

farkli

smiflandirmalart oldugu goriilmektedir. Bu tezde sivi kromatografi temelli YPSK

teknigi ve fazlarm polarhigma gore de ters faz sivi kromatografisi yontemi

uygulanmigtir.
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2.2.2.1.1. Dagilma Kromatografisi

Hareketli faz da sabit faz da sivi oldugundan sivi-sivi kromatografisi olarak da
bilinir. Sabit fazdaki kat1 ylizey inert bir sivi tabakasiyla kaplanarak ¢ok daha yiiksek
ayirma verimleri elde edilmesini saglar. Bu mekanizmada tutulma zamani tamamen
¢cOzlinenin hareketli ve sabit fazlardaki ¢oziinlirliigline yani dagilma katsayisina
baghdir. Sabit fazda daha yiiksek oranda ¢oOziinenler maddeler kolonda tutulma
egiliminde oldugundan yavas ilerlerken, hareketli fazda ¢ok ¢oziinenler daha hizli
ilerler. Dagilma kromatografisi, hareketli ve sabit fazin polaritesinin birbirine gore
farkliligina dayanan iki gruba ayrilir, normal-faz ve ters-faz sivi kromatografisi

(Glimiistas, 2016; McGuffin, 2004).

2.2.2.1.2. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Maddenin tutulma mekanizmasi analit ile sabit faz arasindaki hidrofobik
etkilesimlere dayanmaktadir. Normal faz sivi kromatografisinin aksine ters-faz sivi
kromatografisinde mobil fazin polaritesi sabit faza gore nispeten daha yiiksektir. En
polar madde kolondan en &nce ¢ikar. ilaglarm genellikle apolar yapida olmasi, mobil
faz bileseni olarak kullanilan organik ¢dziiciilerin uygun maliyette olmasi, ters faz sivi
kromatografisinin, ila¢ analizlerinde kullanim sebepleridir. Genellikle mobil faz
bileseni olarak asetonitril, metanol ve su kullanilir. Mobil fazin polaritesi azalirsa bu
durum alikonma zamanini kisaltir. Alikonma zamaniyla mobil fazin polaritesi dogru

orantihidir (Glimiistas, 2009; Vailaya ve Horvath, 1998).

2.2.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

YPSK, yiiksek basing altinda hareketli faz ile sabit faz arasinda maddelerin
dagilma esasmma dayanan bir kromatografi c¢esididir. Yiiksek duyarliligi, kolay
uygulanabilmesi, ugucu olmayan/sicaklikla kolay bozulabilen maddelerin ayrimina

olanak saglamasi ve genis kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle analitik ayirma
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yontemleri arasinda en yaygin kullanilan yontemdir. Ayrica kullaniciya daha az
bagimli oldugu icin kullanici kaynakli hatalar en aza iner ve yiiksek tekrar

edilebilirliktedir (Giimiistas, 2009).

2.2.2.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinde Uygulama

Asamalan

Test edilecek madde/maddeler uygun bir ¢oziiclide ¢oziiliir. Cozlinen karigim
kolona enjekte edilir. Numunedeki bilesenlerin ayrimi sabit faz olan kolonda
ger¢eklesmektedir. Uygulanan basingla karisim ve mobil fazdan olusan sivi kolon
boyunca hareket eder. Maddeler, mobil ve sabit fazla etkilesimlerine gére kolonda
fakli hizlarda ilerler ve ayr1 zamanlarda kolondan ¢ikar. Ayrim saglanmis olur,
miktarlarmin tayini i¢in ise dedektor kullanilir. Numunelerin 6zelliklerine gore farkli
dedektorlerden uygun olani secilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayar
araciligiyla analizi yapilan sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirilir (Eser

ve Dingel, 2018).

2.2.2.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazinin Boliimleri

YPSK cihazi genel olarak, mobil faz (¢Oziicii) siseleri, degazdr, pompa,

enjeksiyon {initesi, kolon, dedektdr ve bilgisayardan olusur (Sekil 2.5).

Enjeksiyon
Unitesi Kolon Bilgisayar
Degazor ‘ Q'
| e
A

Pompa .
Mobil Dedektor Atik

Faz

Sekil 2.5. Bir YPSK sistemini meydana getiren boliimlerin sematik diyagramu.
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Degazor, mobil faz i¢erisindeki ¢oziinmiis gazlarin 6lgiimleri etkilememesi igin
giderilmesini saglar. Cozeltide gaz bulunmasi pompa ve kolonda sorunlara da neden
olabilmektedir. Pompa, mobil fazin sistem igerinde belirli bir hizla akigini saglar. Bir
analiz sirasinda pompa, sabit igerikte ¢Oziicliniin gegmesini sagliyorsa bu sisteme
izokratik sistem denir. Basit ayrimlar i¢cin kullanilir. Farkli polaritede iki veya daha
fazla ¢oziicii iceren mobil faz bilesimi zamanla degisiyorsa buna gradyan sistem denir.
Kompleks karigimlarin ayrimi i¢in ve igerigi bilinmeyen karigimlarda analiz yontemi
gelistirme amaciyla daha ¢ok tercih edilir. Enjeksiyon iinitesi, numunenin kolona
gonderilmesini saglayan boliimdiir. Manuel ise numune enjeksiyona ¢ekilip bir valf
yardimiyla sisteme verilir. Otomatikse cihaz bunu kendisi yapar. Kolon, i¢i silika veya
polimer gibi maddelerle kaplanmis paslanmaz celik borudur. Sabit faz olarak gorev
almakta ve analitlerin ayrimini saglamaktadir. Sistemdeki kolon firmi1 da kolonu
istenilen sicaklikta tutmaya yarar. Dedektor, kolondan ¢ikan bilesenleri tespit etmeyi
ve bunlarm miktarlarini belirlemeyi saglar. Zamana karsi dedektor cevabi grafigi
olusturulur. Buna kromatogram denir ve bilgisayar iizerinden incelenir. Dedektorler,
hassaslik, dogruluk ve kararlilikta 6nemli bir rol oynar. YPSK’ da kromatografik
ayrimdan sonra analitleri tespit etmeye yarayan, UV dedektorleri, floresans
dedektorleri, foto diyot dizisi dedektorleri, IR dedektorler, elektrokimyasal
dedektorler, kirilma indisi dedektorleri ve MS dedektorleri gibi ¢esitli dedektorler
bulunmaktadir. UV  dedektdorler, YPSK uygulamalarinda en yaygin
kullanilanlardir. Bu tez c¢alismasinda UV/GB dedektorii kullanilmistir (Ahuja ve
Dong, 2005; Eser ve Dingel, 2018; Glimiistas, 2009; Kellner ve ark., 2004; Skoog ve
ark., 2007).

UV-GB dedektorleri maddelerin UV ve GB alanlarindaki 1smlarin
elektromanyetik radyasyonunu absorbe etmesiyle ¢aligir. 180-650 nm araliginda 15181
absorplayabilen maddeler i¢in kullanilir. Meveut UV-GB dedektorleri, tek dalga boyu,
degisken dalga boyu ve fotodiyot dizisi dedektorleri cesitlerinden olusur. Degisken
dalga boyu ve foto diyot dizisi dedektorleri, sabit dalga boyu dedektoriinden daha fazla
esneklik ve farkli dalga boylarinda izleme kolaylig1 sunar. Fotodiyot dizisi dedektortii,

analizciye ayristirilan analitin bir UV veya UV/GB spektrumunu saglamasi

31



bakimindan tektir. Polimerlerde karisan piklerin ve renkli tiirlerin varligmin

saptanmasinda kullanima elverislidir (Smith ve ark., 2020).

Sabit dalga boylu UV dedektorde lambanin tiiriine gore degisen tek bir dalga
boyunda 151k kullanilir. Diisiik basingli civa buhar1 (254 nm) lambas1 en ¢ok kullanilan
lambadir. Degisken dalga boyu dedektdrde dalga boyu araligi genis bir kaynak
kullanilir. Genellikle kullanilanlar déteryum veya ksenon desarj lambasidir. (Islek ve

ark., 2017)

2.2.2.2.3. Ekstraksiyon Islemi

Kromatografik sisteme analiti vermeden once analiz edilecek maddeyi matriks
numunenin i¢inden Oziitleyip istenmeyen bilesenlerinden  (kirliliklerinden)
uzaklastirmak amaciyla numunelerin 6n islemden gecirilmesi gerekir, bu amagcla
ekstraksiyon islemi uygulanir. Iki ¢esit ekstraksiyon ydntemi mevcuttur: Sivi-sivi
ekstraksiyon ve kati-faz ekstraksiyon. Bu tez ¢alismasinda kullanilmis olan sivi-sivi
ekstraksiyonu bir analitin ayrigmasi i¢in birbirine karigmayan iki (ya da daha fazla)
¢oziiclinlin arasindaki rekabete dayanan bir ayirma islemidir. Analitin dagilimina etki

eden en dnemli kimyasal 6zellikleri de polarite ve pH’dir (Houck ve Siegel, 2009).

2.2.2.3. Kromatografide Sistem Uygunluk Testleri Parametreleri (SUT)

Kromatografik analizlerde uygun kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in
calisilan dalga boyu, kolon, tampon ¢ozeltisi, tampon ¢dzeltinin molaritesi ve pH',
mobil faz orani, organik ¢oziicii, enjeksiyon hacmi, sicaklik, akis hiz1 gibi gesitli

parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir (Erkmen, 2017).

Kromatogramdan incelenebilen parametreler pik sekli, alikonma zamani ve pik
alan1 gibi parametrelerdir. Diizglin bir pik, dar, keskin u¢lu ve simetrik olmalidir. Bir

kromatogramdaki piklerin degerlendirilmesi ve SUT degerlerinin uygun sinirlar i¢inde
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mi belirlenmesi i¢in esas olarak maddenin tutulma zamani ve pik alami Olgiiliir

(Erkmen, 2017).

Sistem uygunluk testleri, analiz esnasinda sistemin optimum sartlarda ve yiiksek
verimle ¢alistigini géstermek i¢in kullanilan degerlendirmelerdir. Yontemin dogruluk
ve kesinligini belirlemek i¢in yapilmaktadir. Bu testler Amerikan Gida ve Ilag Birligi
(FDA), Uluslararas1 Uyum Konferansi (International Conferance on Harmonization,
ICH) tarafindan ve Amerika Farmakopesi’nde yapilmasi 6nerilen testlerdir (Erkmen,

2017).

YPSK sisteminde analiz sonuglarmi yani kromatogrami degerlendirmek,
karsilagtirmak i¢in irdelenmesi gereken ve dolayisiyla yontem gelistirmenin temelini

olusturan baslica parametreler sunlardir:

Alikonma Zamani (tr),

Kuyruklanma (T), Asimetri Faktorii (As),
Etkin Tabaka Sayis1 (N),

Kapasite Faktorii (k),

Secicilik (o),

Ayirma Giicii (Rs).

Pik Alaninin Tekrar Edilebilirligi

Cizelge 2.6°da  Amerikan Farmakopesi tarafindan tanimlanan SUT
parametreleri, bu parametrelerin hesaplanmasinda kullanilan denklemler ve sonucun

hangi degerler arasinda olmasi gerektigi verilmigtir (USP 37, 2014).
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Cizelge 2.6. SUT parametreleri (Giimistas, 2016)

SUT Parametresi Gosterim Olmas1 Istenen | Hesaplama Yontemi
Sekli Deger Arahg
Kapasite faktorii k 1<k<10 =®"%
to
Segicilik faktorii a o> 1 o= ky _tr, = try
ky tr, — g,
Ayrim giicii Rs Rs>1,5 Rs =1,18x mii_;}z
=zt
Kuyruklanma faktorii T T<2 - A— B
A
Asimetri faktorii As 0,95<As<2 B
Ag=—
A
Teorik tabaka sayist N N > 2000 tr\?
v = 16( )
w
Pik alanmm tekrar edilebilirligi | % BSS % BSS < 1,5 9% BSS = %xlOO

2.2.2.3.1. Ahikonma zamani (tgr)

Madde kolona enjekte edildikten sonra kolonda farkli etmenlere gore siirtiklenir
ve kolondan ¢ikip dedektorce algilanir, bu gegen siireye alikonma zamani (tr) denir.
Maddelerin kolondaki gog¢iinii ifade eder. Hareketli fazin alikonma zamani olarak da
adlandirilan 6lii zaman (to), sabit fazla etkilesmeyen bir maddenin kolonu terk etmesi

icin gecen siiredir (Glimiistas, 2016; McGuffin, 2004; Vitha, 2016).

2.2.2.3.2. Kuyruklanma (T) ve Asimetri Faktorii (As)

Kuyruklanma ve asimetri faktorii, incelenen madde pikinin saga ya da sola dogru

egik olup olmadiginmi belirleyebilmek amaci ile kullanilir. Pik asimetrisi, pikin en
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altinin %10 yukarisimndan A ve B alanlar1 pik tepesinden asagiya cizilen bir ¢izgi
yardimiyla olusturularak, kuyruklanma faktorii ise pik yiiksekliginin %35’ indeki
seviyeden Olciiliir (Sekil 2.6). Olmasi gereken deger araliklar1 ve hesaplanma
formiilleri Cizelge 2.6’da verilmistir (Glimiistas, 2016; McGuffin, 2004 ve Vitha,
2016).

Pik Vitkseklizi { -®-omoroeseeneeny Pik Vitksekligi
(vl (5]

Sekil 2.6. Kuyruklanma ve asimetri faktoriiniin pik {izerinde ol¢iilme yerleri.

2.2.2.3.3. Kapasite Faktorii (k)

Maddelerin bagil alikonmasinin bir ifadesidir yani tr ile to’in farkinin t,” a orani
seklinde hesaplanir (Cizelge2.6). Bir analit i¢in k birden kii¢iikse analit kolonda ¢ok
hizli ilerliyor demektir. Alikonma zamani ¢ok kisa olur ve 6lii zamandan ayrimi
miimkiin olmaz. Buna karsilik, 10-15 olursa da analiz siiresi ¢cok uzun olur, dolayisiyla

1-10 arasinda olmasi idealdir (Giimiistas, 2016; McGuftin, 2004 ve Vitha, 2016).

2.2.2.3.4. Secicilik (a)

Iki analiti ayrrmak icin kapasite faktorleri birbirinden farkli olmalidir. Kapasite
faktorleri oranina gore ne derece ayrildiklar1 belirlenir ve bu da seciciligin
gostergesidir (Cizelge 2.6). Secicilik, kullanilan sabit faz ve hareketli faza gore
degisiklik gosterir. Kolonda daha ¢ok tutunan maddenin kapasite faktoriiniin daha az
tutunan maddeninkine orani oldugundan, 1’den biiyiik bir degerdir (Giimiistas, 2016;
McGuffin, 2004 ve Vitha, 2016).
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2.2.2.3.5. Teorik Tabaka Sayis1 (N)

Pikin simetrik olmasi, yayvan olmamasi ve piklerin birbirinden analize uygun
sekilde ayrilmasi istenir. Iyi bir verimlilik anlamma geldiginden tabaka sayismnin
olabildigince yiiksek olmasi arzu edilir. Alikonma zamanmin pik genisligine oraniyla

iliskilidir (Cizelge 2.6) (McGuffin, 2004; Vitha, 2016).

2.2.2.3.6. Ayrim Giicii (R)

Iki pikin ne derece ayrildiginin kantitatif bir dl¢iisiidiir. Birbirini takip eden
pikler i¢in Rs degeri 1,5 ve iizeri ise iki pikin net olarak birbirinden ayrildigi sdylenir.
Iki pikin tr’ lerinin farkinin piklerin yar1 genislikleri (W/2) toplamina oraniyla

iligkilidir (Cizelge 2.6) (Kromidas, 2016; Purnell, 1960).
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Sekil 2.7. Ayirma giicli gosterim piki.
trr ¢ 1. pikin tutulma zamani, tra: 2. pikin tutulma zamani, Wi: 1. pikin genisligi, Wa: 2. pikin
genisligi

2.2.2.3.7. Pik Alaninin Tekrar Edilebilirligi

Bir analiz yonteminde analitin pik alaninin ve yiiksekliginin tekrar edilebilirligi

yontemin kesinliginin gostergesidir. Gelistirilen analiz yontemiyle analitin en az 5-6
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defa dlgiilmesiyle elde edilen pik yiikseklikleri veya alanlarinin standart sapmasimin
ortalama degere oraniyla, % BSS olarak hesaplanir (Esitlik2.1.)(Cizelge 2.6) (Erkmen,
2017).

%BSS == x 100 @.1)

SS: Standart sapma
X: Ortalama Deger

2.2.2.4. Kimyasal Analizlerde Yontem Gegerlik Testleri

Etkilerin oldugundan fazla veya eksik tahmin edilmesine, yanlis yorumlara ve
asilsiz sonuglara yol agmayacak sekilde giivenilir sonuglar elde etmek bilimsel
calismalarin temelidir. Giivenilirlik i¢in, klinikte veya adli toksikolojide kullanilacak
yeni analitik yontemler, dikkatli bir yontem gelistirmeyi ve ardindan yontemin
kapsamli bir validasyonunu gerektirir. YOntemin, dogru, kesin ve yiiksek verimli
olmasi1 giivenilirlik ag¢isindan olduk¢a onemlidir. Metot validasyonunun 6neminden
dolayi, analitik kimya alaninda, bu konuda g¢esitli uluslararasi kuruluslar ve

konferanslar tarafindan bir dizi kilavuz belge yaymlanmistir (Peters ve ark., 2007).

2.2.2.4.1. Secicilik

Maddenin safsizliklar, bozunma {iriinleri veya baska kimyasal maddelerle
birlikteyken oOlcililen derisiminin, ayni miktardaki saf ve tek basma oldugu halinin
Ol¢limiine gore ne kadar dogru tespit edildiginin gostergesidir. Birden fazla analitin
oldugu numunelerde girisim derecesinin bir Ol¢iisiidiir. Girisim yapma olasilig1
bulunan maddelerin birlikte analizi yapilip Rs degerlerine bakilir. (Rs > 2,0 olmalidir.)
(Ozkan, 2012; Chan ve ark., 2004 ve Riley, 1996).
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2.2.2.4.2. Dogrusallik ve Arahk

Yontemin dogrusal oldugu aralik, her bir standart i¢in niceliksel olarak dogru
sonuclar verdigi derisim araligini1 bulmak icin tespit edilir. Gelistirilen ydntemin
gecerli oldugu alt ve st sinir belirlenmek i¢in en az 5 derisim Olgiilmelidir. Belirli
derisimlerden sonra dogrusal egriye uygun olmayan sonugclar ¢ikabilir, degerler sapma
gosterebilir.  Analiz yonteminde artan derisimlere karsi alman cevap egrisinde
korelasyon katsayis1 1’e ne derece yakin ise cevap degerleri ¢izilen dogrunun o derece
iizerinde yer aliyor demektir ve dogrusallik saglanmis olur. (ICH-Q2A, 2005; ICH-
Q2B, 2005; McPolin, 2009; Ozkan, 2012 ve Ozkan ve ark., 2015).

2.2.2.4.3. Yakalama Sinir1 ve Tayin Alt Sinir1

YS analitin nicel olarak tayin edilemeyen ama varlig1 teshis edilebilen en diisiik
derisimidir. Deneysel olarak bulunabilir veya dogrudan asagidaki denklemle
hesaplanabilir (Esitlik 2.2.):

55
Y5=33Xx—
m (2.2.)

Bu formiillerdeki SS, kalibrasyondaki en diisiik derisimin 3 tekrarlanan

sonucunun standart sapmasi, m ise kalibrasyon egrisinin egim degeridir.

TAS, numunenin kesin ve dogru olarak Olgililebilen en diisiik miktaridir.

Dogrudan deneylerden bulunabilir ya da hesaplama yolu ile belirlenmesinde;

TAS =10 x 2 (2.3)
m
denklemi kullanilir (Esitlik 2.3.).
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Bu formiillerdeki m, kalibrasyon egrisinin egimidir. SS ise kalibrasyondaki en
diisiik derisimin 3 tekrarlanan sonucunun standart sapmasidir (Bozal, 2009; Ozkan,

2012 ve Riley, 1996).

2.2.2.4.4. Kesinlik

Bir analitik prosediiriin kesinligi sagilma derecesini ifade edip, belirtilen kosullar
altinda ayn1 numunenin en az 5-6 Ol¢iimiiniin sonuglarinin birbirine yakmligidir.
Kesinlik %BSS olarak ifade edilir. Kesinlik {ic yontemle analiz edilir: giin ici
tekrarlanabilirlik, giinler arasi tekrarlanabilirlik (ara kesinlik) ve tekrar elde
edilebilirlik (standardizasyon). Tekrarlanabilirlik ayni laboratuvar ve ayni giin
icerisinde yapilan Slgiimlerin ne kadar yakin sonuglar verdiginin gostergesidir. Ara
kesinlik ayni1 laboratuvar igerisindeki (giin, analizci ya da cihaz degisikligi gibi)
farkliliklarin sonuglar1 ne kadar degistirdiginin ifadesidir. Tekrar elde edilebilirlik
calismalariyla ise laboratuvar degisikliginde sonucglarda olusan farkliliklar
gozlenebilir. Tekrarlanabilirlik i¢in %BSS’nin 1’den kiigiik ya da en fazla 1’e esit
olmas1 beklenir ve biyolojik numuneler i¢in %35 seviyelerine kadar uygundur. Ara
kesinlik ve tekrarlanabilirlik i¢in ise %BSS’nin 2’ye esit veya 2’den kiigiik olmas1
istenir. Biyolojik numuneler i¢in ise 10-15’e kadar ¢ikmasi normal kabul edilir (Bozal,

2009; Chan, ve ark., 2004 ve The USP 24, 2000).

2.2.2.4.5. Dogruluk

Analitik yOntemle tayin edilen degerlerin gercek (referans) degerlere
yakmhigmin gostergesi olup geri kazanim olarak da ifade edilir. Dogruluk sonuglar1
ortalama % geri kazanim olarak verilir ve %BSS ve %BH ile de degerlendirilir (Esitlik
2.5 ve Esitlik 2.4). Analiz edilmek iizere sisteme eklenen maddenin ne kadar geri elde
edilebildigini gosterir. Geri kazanim hesab1 farkli derisimlerden (dogrusallik
araligindaki diisiik, orta ve yiiksek degerlerde) yapilir. Her bir derisim i¢in en az 5

tekrarh Olgiimler yapilir ve sonucun %100’e yakmligi yontemin dogrulugunu belirler.
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Geri kazanim ¢aligmalar1 3 farkl sekilde yapilabilir. Bunlar, referans bir yontem ile
kiyaslamak, kor matriks ortamina tayin edilmek istenen maddeyi eklemek ve standart
ekleme metodu ile saf madde ilavesidir (Bozal, 2009; ICH-Q2A, 2005 ve Swartz ve
Krull, 2012).

% BSS == X 100 (2.4)
%BH = 2% x 100 (2.5.)

SS: Standart sapma
GD: Gergek Deger
X: Ortalama Deger

2.2.2.4,6. Saglamhk

Kararlilk da denen, analitik bir prosediiriin saglamligi, yOntem
parametrelerindeki kii¢iik ama kasith degisikliklerden ne kadar etkilendiginin bir
Olciisiidiir. Cok etkilenmemesi beklenir. Gelistirilen yontemin gilivenirliginin bir

gostergesidir. (ICH Q2B, 2005).

2.2.2.4.7. Tutarhhk

Ara kesinlik’e benzer sekilde yontemin giin, laboratuvar, analizci, cihaz, ya da
sicaklik gibi degiskenler degistirilerek yapilan Olciimlerdeki tekrar edilebilirliginin
belirlenmesidir. %BSS ile ifade edilir. ICH’ ye gore zorunlu olarak yapilmasi gereken

islemler grubuna dahil degildir (Bozal, 2009; Gilimiistas, 2016 ve Ozkan, 2012).
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2.2.2.4.8. Stabilite

Numunelerin, kullanilan ¢dziiciilerin ve standart maddelerin uygun bir siire
kararli kalarak tekrar edilebilirlik ve giivenilirligi saglamasi gerekmektedir.
Hizlandirilmis bozunma calismalariyla analitin bozunmasi saglanir ve bunun
deneylere etkisi incelenir. Bu calismalar, potansiyel bozunma iirlinleri iireterek, bir
analitik yontemin bir aktif maddeyi ve onun bozunma firiinlerini 6lgme yetenegini
degerlendirmek icin de kullanilir. Metodun validasyonu sirasinda aktif maddenin
yaklasik %10 ila %30 bozunmasini saglamak i¢in aktif madde, asit, baz, 1s1, 151k ve
oksitleyici ajana maruz birakilir. Bu calismalar ayn1 zamanda bir ilag tiriiniini
gelistirmek icin formiilasyon gelistirme, iiretim, paketleme ve saklama sartlarini
belirlemede yardimci olur. Hizlandirilmis bozunma ¢aligmalarinin  yiirtitiilmesi,
kararlilik gdsteren metodun gelistirilmesini ve dogrulanmasini, ilag maddelerinin,
bozunma iiriinlerinin, bozunma yollarinin belirlenmesini, ilag farmasotik formu
analizlerinde 1ilgili formiilasyonlardaki bozunma {iriinlerinin ilaca karsi ayirt

edilmesini saglar (Gumiistas, 2016; Patil, 2017).
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3. BULGULAR

3.1. Sefprozilin Elektrokimyasal Analiz Calismalar

SFP’ nin yiikseltgenme Ozelligine dayanarak voltametrik yontemlerle analizi
yapilmistir. SFP i¢in DV ve DPV teknikleri kullanilarak farkli tamponlarla degisen
pH’larda yapilan kapsamli c¢aligmalarla analiz i¢cin en uygun ydntem ve ortam
arastirilarak basit, hassas ve tekrarlanabilir bir voltametrik analiz yontemi

gelistirilmistir.

Autolob PGSTAT204 elektrokimyasal analizorii kullanilarak karsit elektrot
olarak Pt telin (BASi, MF 1032), ¢alisma elektrodu olarak CKE (BASi, ¢= 3 mm) ve
referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodun (BASi, MF 2052) kullanildig1 ¢

elektrotlu sistem ile caligilmustir.

DPV ve DV teknikleri ile farkli pH’larda tamponlar igerisinde SFP’ nin
elektrokimyasal davranisi yiikseltgenme yoniinde incelenmistir. Destek elektroliti
olarak 0,1 M ve 0,5 M H2S0O4, pH 2,0-10,0 arasindaki BRT, pH 2,0-8,0 arasindaki
fosfat tamponlar1 ve pH 3,7-5,7 arasindaki asetat tamponlar1 kullanilmistir. DV ile hiz
taramas1 calismalar1 1x10* M SFP derisiminde, 10-500 mV s! hiz araliginda pH 3,0
BRT’de yapilmistir. Ticari tabletler ve (biinyesine yakin zamanda ila¢ almamis olan,
saglikli gonillii insanlardan alinan) idrar ornekleri tlizerine bu gelistirilen analiz

yontemleri basartyla uygulanmigtir.

3.1.1. Sefprozilin Doniisiimlii Voltametri Calismalar

DV ile 1x10* M SFP ile 100 mV s tarama hizinda pH 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
8,0 BRT (Sekil 3.1), pH 2,0 3,0 6,0 7,0 8,0 fosfat tamponu (Sekil 3.2), ve pH 3,7 4,7
5,7 asetat tamponu (Sekil 3.3) ve 0,1 M ve 0,5 M siilfiirik asit (Sekil 3.4) igerisinde

yapilan elektrokimyasal analizler sonucu elde edilen voltamogramlar kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. 1x10* M SFP’ nin farkli pH’larda BRT igerisinde, 100 mV s-1 tarama hizinda elde
edilen dontigiimlii voltamogramlari.

(A) pH 2,0 BRT; (B) pH 3,0 BRT; (C) pH 4,0 BRT; (D) pH 5,0 BRT; (E) pH 6,0 BRT;
(F) pH 7,0 BRT (G) pH 8,0 BRT
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Sekil 3.2. 1x10™* M SFP’ nin farkli pH’ larda fosfat tamponlari icerisinde, 100 mV s™ tarama
hizinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlart.

(A) pH 2,0 fosfat (B) pH 3,0 fosfat (C) pH 6,0 fosfat (D) pH 7,0 fosfat ve (E) pH 8,0 fosfat
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Sekil 3.3. 1x10* M SFP’ nin farkli pH’lardaki asetat tamponlari icerisinde, 100 mV s tarama
hizinda elde edilen doniistimlii voltamogramlart.

(A) pH 3,7 asetat (B) pH 4,7 asetat ve (C) pH 5,7 asetat
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Sekil 3.4. 1x10* M SFP’ nin siilfiirik asit (H,SO4) ¢ozeltilerinde, 100 mV s™ tarama hizinda
elde edilen dontisiimlii voltamogramlart.
(A) 0,1 M (pH 0,3) siilfiirik asit ve (B) 0,5 M (pH 1) siilfiirik asit

pH degeri yiikseldik¢e piklerin daha diisiik potansiyellere kaydigi ve

yayvanlastigi gézlenmistir. Bu da analiz i¢in diisiik pH’larda analizin daha elverisli

oldugunu gostermektedir.

46



3.1.2. Sefprozilin Diferansiyel Puls Voltametrisi Cahsmalar

Tez kapsaminda DPV teknigiyle pH taramasi puls yiiksekligi 50 mV, puls
genisligi 50 ms olmak tizere 20 mV/s tarama hizinda yapilmistir. Bunun i¢in DV
calismalarinda yapildig: gibi 0,1 M (pH 0,3) ve 0,5 M (pH 1,0) siilfiirik asit (H2SO4)
(Sekil 3.5), pH 2,0 3,0 6,0 7,0 8,0 fosfat tamponu (Sekil 3.6), pH 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
7,0 8,09,0 10,0 BRT (Sekil 3.7) ve pH 3,7 4,7 5,7 asetat tamponu (Sekil 3.8) icerisinde

yapilan pH taramasi caligmalarinin voltamogramlari kaydedilmistir.

14

0.6 0.9 12 15
Potansiyel (V) vs Ag/AgCl

Sekil 3.5. 1x10* M SFP’ nin siilfiirik asit (H.SOs) c¢ozeltilerinde elde edilen DP
voltamogramlari.
(1) pHO0,3; ve 2) pH 1

0.6 0.9 1.2 1.5
Potansiyel (V) vs Ag/AgCl

Sekil 3.6. 1x10* M SFP’ nin fosfat tamponlari icindeki DP voltamogramlari.
(1) pH 2,0; (2) pH 3,0; (3) pH 6,0; (4) pH 7,0 ve (5) pH 8,0
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Sekil 3.7. 1x10* M SFP’ nin BRT igindeki DP voltamogramlar.
(1) pH 2,0; (2) pH 3,0; (3) pH 4,0; (4) pH 5,0; (5) pH 6,0; (6) pH 7,0; (7) pH 8,0; (8) pH 9.,0;
(9) pH 10,0
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Sekil 3.8. 1x10™ M SFP’ nin asetat tamponlari icindeki DP voltamogramlari.
(1) pH 3,7; (2) pH 4,7; (3) pH 5,7

DPV ile; pH’1n ve destek elektroliti cinsinin potansiyel lizerine etkisini daha
rahat gorebilmek amaciyla, 1x10* M SFP i¢in tampon ¢dzeltiler iginde alinan DPV
dlciimleri ile pik potansiyeli (Ep) ve pik akimi (Ip) degerleri, Cizelge 3.1 ve Cizelge
3.2’ de pH degerlerine kars1 verilmis ve grafikleri gosterilmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10).
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Cizelge 3.1. 1x10* M SFP’ nin DPV ile asit, asetat, fosfat ve BR tamponlarinda farkli
pH’larda okunan akim (Ip) degerleri

pH Ip (nA)
asit asetat fosfat BRT
0,30 4,17
1 4,24
2 3,06 3,18
3 3,33 3,32
3,70 3,13
4 2,83
4,7 3,15
5 2,42
5,7 2,29
6 1,53 1,57 1,58
7 1,43 1,61
8 1,44 1,67
9 1,68
10 1,46
4.5
410 °
3.5 A
3 s o
é“ 2.5 A .
= 1.5 1
== -
0.5 A ®@asit ®asetat ©fosfat ©BRT
0 T . . . .
0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 3.9. 1x10* M SFP’ nin DPV ile asit, asetat, fosfat ve BR tamponlarinda cesitli pH’larda
elde edilen pik akimlarinin grafigi
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Cizelge 3.2. 1x10* M SFP’ nin DPV ile asit, asetat, fosfat ve BR tamponlarinda farkl:
pH’larda okunan potansiyel (Ep) degerleri

pH Ep (mV)
Asit asetat fosfat BRT
0,3 1138
1 1097
2 1047 1057
3 997 997
3,7 966
4 936
4,7 896
5 876
5,7 825
6 775 775 785
7 674 674
8 604 594
9 543
10 523
1200
°
1100 °
> 1000
=) °
= 900 °
.
2 800 ¢
<
2
2 700
=
a 600
500
® asit © asetat © fosfat © BRT
400 T T T T
2 4 6 10
pH

12

Sekil 3.10. 1x10™ M SFP’ nin DPV ile asit, asetat, fosfat ve BR tamponlarinda farkli pH’larda
okunan potansiyel degerleri grafigi
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Pik potansiyelinin pH’in yiikselmesiyle birlikte sifira daha yakin pozitif
potansiyellere kaymasi “konjuge baz, asit forma gore daha diisik pozitif

potansiyellerde yiikseltgenir” temel prensibine gore ortaya ¢ikar.

Sekil 3.10°da da goriilmekle birlikte SFP’ nin pH incelemelerine bakildiginda
Ep- pH grafigi iki denklemle ifade edilebilmektedir (Esitlik 3.1 ve Esitlik 3.2):

Ep (mV) =-64,453 pH+1179,1 r=-0,985 (pH 0,3-7,0 arasi) (3.1.)
Ep (mV) =-51,4pH+1022,9 r=-0,975 (pH 7,0-10,0 aras1) (3.2.)

Ep-pH egrileri, ilaglarm pKa degerleri etrafinda kirilma gosterir (Dogan-Topal
ve ark. 2013). Yapilan analizlere gore SFP icin pKa degerinin 7,0 civarinda oldugu
diisiiniilmektedir. Literatiirde SFP igin verilen pKai=3,53 ve pKa, = 7,43 tiir. Burada
goriildiigii gibi SFP i¢in deneysel pKa degeri 7,0 olup, literatiir pKa degerlerine yakin
bulunmustur (AboulMagd , 2021).

3.1.3. Hiz Taramasi

Yapilan pH taramalar1 sonucu akimin en yiiksek ve piklerin en diizgiin oldugu
ortam oldugundan pH 3,0 BRT, analiz ¢calismalarinin yapilabilecegi en uygun tampon

olarak secilmistir.

DV ile hiz taramasi ¢alismalar1 1x10* M SFP derisiminde, 10-500 mV s™! hiz
araliginda pH 3,0 BRT’ de yapilmistir (Sekil 3.11) ve degerlendirmeler icin gerekli

veriler Cizelge 3.3°de verilmis.
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Sekil 3.11. 1x10™* M SFP derisiminde, 500-10 mV s hiz araliginda pH 3,0 BRT de yapilan
Ol¢timlerin voltamogramlari

(1) destek (2) 10 mV s'; (3) 25 mVs™'; (4) S0 mVs'; (5) 75mVs; (6) 100 mVs'; (7) 250
mV s?; (8) 500 mV s,

Cizelge 3.3. 1x10* M SFP’ nin pH 3,0 BRT de 500-10 mV s tarama hizlar1 arasindaki akim
ve potansiyel degerleri

Tarama Hizi| V'?2 ip Ep(mV) | logip logv
500 22,360 4,84 1074 0,684 2,698
250 15,811 3,48 1053 0,541 2,397
100 10 2,095 1046 0,321 2

75 8,660 1,86 1039 0,269 1,875
50 7,071 1,43 1036 0,155 1,698
25 5 0,918 1025 -0,037 1,397
10 3,162 0,52 1015 -0,283 1
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Sekil 3.12. 1x10“*M SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 10-500 mV s tarama hizlar1 arasinda elde
edilen dontisiimlii voltamogramlara ait logv —logip grafigi

1x10*M SFP’ nin pH 3,0 BRT’ de 10-500 mV s tarama hizlar1 arasindaki
dlciimlere ait logv - logip grafiginin dogru denklemi (Sekil 3.12)(Esitlik 3.3):

logip (nA )=0,5723 logv (mVs™) - 0,8325 (r=20,998 ; n=7) (3.3)

olarak bulunmustur.
1x10* M SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 10 mVs™ ‘den 500 mVs™ ‘ye kadar artan
hizlarda &lgiimlerinden ¢izilen logv-logl, grafiginin egim degerinin 1’e degil de 0,5’e

yakin oldugu (Sekil 3.12) ve potansiyelin, hizin artmasiyla birlikte 59 mV daha pozitif
potansiyele kaydig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.13. 1x10 *M SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 10-500 mV s tarama hizlar1 arasinda elde
edilen doniisiimlii voltamogramlara ait ip-v'* grafigi

1x10* M SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 10-500 mV s’ tarama hizlar1 arasindaki
voltamogramlara ait ip-v'/? grafigi i¢in dogru denklemi (Sekil 3.13):

ip(LA) = 4,4076 V2 +0,7601 (1= 0,999 ; n=7) (3.4.)

olarak bulunmustur.

Kontrollii bir difiizyon elektrot tepkimesinde ip- v!’2

iligkisi dogrusal olurken ip-
v grafiginde ise iistel bir artis beklenmektedir. ideal sartlarda; adsorpsiyon kontrollii
bir pikte ip-v grafigi dogrusaldir, ayrica log ip-log v grafiginin egimi reaksiyon
diftizyon kontrolli oldugu durumlarda egim 0,5 olur. Adsorbsiyon kontrollii

gerceklesiyorsa egim 1 olur (Laviron ve ark., 1980).

1x10* M SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 10-500 mV s tarama hizlar1 arasindaki

172

voltamogramlarna ait ip- v''“ iliskisinin dogrusal olmasi1 ve egimin 0,5’e yakin olmasi1

(Sekil 3.13) diflizyon kontrollii reaksiyon gergeklestigini gostermektedir.
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DV ¢alismalarida geri tarama yoniinde herhangi bir pikin gozlenmemesi ve pik
potansiyelinin tarama hizinin artmasiyla daha pozitif degerlere kaymasi elektrot
tepkimesinin tersinmez oldugunu gdstermektedir. 1x10*M SFP’ nin pH 3,0 BRT de
10-500 mV s tarama hizlar1 arasindaki voltamogramlarda tarama hiz1 arttik¢a pik
akimlarmin arttig1 ve pik potansiyellerinin daha anodik potansiyellere kaydigi
gozlendi (Cizelge3.3). (Bard ve Faulkner 2001; Greef ve ark. 1990 ve Nicholson ve
Shain 1964).

3.1.4. Gelistirilen Yontemlerle Yapilan Analiz Cahsmalan

DPV degiskenleri olarak; tarama hiz1 20 mV s, puls yiiksekligi 50 mV ve puls
genligi 50 ms se¢ilmistir ve 0,0 -1,8 V arasinda tarama yapilmistir. DV taramalari -
0,2 -1,8 V arasinda, 3 siklus olarak, 100 mVs™ tarama hizinda gergeklestirilmistir. Bu
parametreler ile DV ve DPV ile ¢esitli pH’larda alman 6lgiimler sonucu; pH’in ve
destek elektroliti optimizasyonu g¢alismasi ile en uygun tamponun pH 3,0 BRT

olduguna karar verilmistir.

Yapilan pH taramasi ¢aligmalar1 sonucu DPV yontemi, SFP’ nin voltametrik
analizi i¢in yiiksek akim ve en sivri ve yiiksek pik seklinin elde edildigi pH 3,0 BRT

ile yapilmak iizere uygun bir yontem olarak kullanilmistir.

Derigimin, potansiyel ve akim iizerindeki etkisini gérmek amaciyla kalibrasyon
calismas1 yapilmis ve pH 3,0 BRT ¢ozeltisinde 4x10°-8x10° M arasindaki
derisimlerde voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 3.14). Derisimlerde tiger 6lgiim

alinip SFP’ ye ait piklerin ortalama akim ve potansiyeli Cizelge 3.4’ te verilmistir.
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Sekil 3.14. SFP’ nin pH 3,0 BRT’de 4x10°-8x10"° M arasindaki derisimlerde elde edilen DP
voltamogramlari

(1) destek; (2) 4x10° M; (3) 6x10° M; (4) 8x10° M; (5) 1x10° M; (6) 2x10° M; (7) 4x10°
M; (8) 6x10° M; (9) 8x10° M.

Cizelge 3.4. DPV ile optimize edilen degerlerde, degisen derisimlerde iiger olciimle elde
edilen ortalama akim (Ipo« ) ve potansiyel (Epor)degerleri

Derisim (M) | ipor Eport
4x10° 0,086 966
6x107° 0,154 966
8x107° 0,269 976
1x10° 0,346 976
2x107 0,71 976
4x107 1,48 997
6x10° 1,958 997
8x1073 2,487 997
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Sekil 3.15. SFP’ nin DPV ile, 4x10°-8x10° M arasindaki derisimlerde elde edilen ortalama
akim-derisim grafigi

Cizelge 3.4’teki tabloya ait grafik Sekil 3.15’te verilmistir. SFP’nin DPV ile,
4x107%-8x107° M arasindaki derisimlerde elde edilen piklerinin akim-derisim egrisine
ait (Sekil 3.15) regresyon analizi verileri ve degerlendirilmis validasyon parametreleri
Cizelge 3.5’te verilmistir. Cizelge 3.5’te verilen YS ve TAS degerleri bolim 2.2.2.4.3°

te belirtilen formiillere gore hesaplanmustir.

Cizelge 3.5. SFP’ nin pH 3,0 BRT icerisinde DPV ile elde edilen akim-derisim egrisine ait
dogrusallik analizi verileri ve validasyon parametreleri.

DPV
Olgiim Potansiyeli (mV) 997
Dogrusallik Araligi (M) 4x107°-8x107
Egim (uA M) 32057,36
Kesigim (nA) 0,0224
Korelasyon Katsayisi 0,996
Egimin Standart Hatas1 1220,47
Kesisimin Standart Hatasi 0,04769
YS (M) 4,16x107
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Cizelge 3.5. Devam. SFP’ nin pH 3,0 BRT igerisinde DPV ile elde edilen akim-derisim
egrisine ait regresyon analizi verileri ve validasyon parametreleri.

DPV
TAS (M) 1,26x10°
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS)* 1,69
Akimin giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS)* 2,08
Potansiyelin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS)* 0,29

Potansiyelin giinler aras1 tekrarlanabilirligi (%BSS)* 0,58

*Akim ve potansiyel igin yapilan tekrar edilebilirlik galigmalar 2x 107> M derisime ait 5 degerden elde
edilmistir.

3.1.5. Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalan

SFP icin gelistirilen DPV teknigi ile ticari preparatlar ve insan idrar

numunelerinde analiz ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.

3.1.5.1. Gelistirilen Yontemin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi

ve Geri Kazamim Cahismalan

Boliim 2.1.3.5” de belirtildigi gibi hazirlanan 2x10° M derisiminde Ultracef®
tablet cozeltileri elektrokimyasal hiicreye koyularak, standart g¢ozeltilerle ayni
kosullarda voltamogramlar kaydedilmistir. Standart etken madde i¢in hazirlanmis olan
kalibrasyon grafigindeki dogru denkleminde akim degerleri yerine koyularak
preparatlardaki SFP miktar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.6). %BH ve %BSS, Boliim

2.2.2.4.5’te belirtilen formiillere gore hesaplanmustir:
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Cizelge 3.6. Ultracef® 500 mg tabletlerin pH 3,0 BRT’de DPV y6ntemiyle tayin verileri

Tabletten Analizle Bulunan
Numune No  Madde Miktar1 (500 mg)

1 497,39
2 499,73
3 500,51
4 496,61
5 500,51
Xort 498,95
SS 1,63
%BSS 0,32
%BH 0,20

Tablet formiilasyonunda etken madde disindaki maddelerin etken maddenin
tayini iizerine etkisini belirlemek amaciyla tabletten geri kazanim calismalar1
yapilmistir. Geri kazanim ¢alismalar1 igin 2.1.3.6. boliimde belirtildigi {izere
hazirlanan 4x10° M derisimde ¢ozeltilerin voltamogramlar1 almmistir. Sonugta,

tartilan saf madde miktarinin ne 6l¢iide tayin edilebildigi hesaplanmistir.

Voltamogramlardan elde edilen pik akimlari, Sekil 3.15’te goriilmekte olan
egrinin kalibrasyon denkleminde yerine koyularak derisimler bulunmus, sonra da

%BSS, %BH ve % ortalama geri kazanim hesaplanmistir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. pH 3,0 BRT igerisinde SFP iceren Ultracef® tabletler i¢in geri kazamm sonuglar1

DPV
Eklenen madde miktar1 (mM) 20
Bulunan madde miktar1 (mM)* 21,33
%0Ortalama geri kazanim* 102,7
%BSS 1,55
%BH -2,7

*5 degerden hesaplanmistir.

3.1.5.2. Gelistirilen Voltametrik Yontemle Sefprozilin idrar

Numunesinden Analizi ve % Geri Kazanim Calismalan

Bolim 2.1.3.3” te anlatildig1 {izere idrar stogu ve destek igin kor c¢ozelti
hazirlanir. SFP’ nin idrardan analiz edilen 4x10°, 6x10, 8x10°, 1x107, 2x107, 4x10-
> derisimlerindeki Ol¢iimlerine ait voltamogramlar Sekil 3.16°da verilmistir. Her
derisimde {i¢ 6l¢iim alinip ortalamasi hesaplanarak ¢izilen akim-derisim grafigi ise
Sekil 3.17° de verilmistir. Kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve

gerekli tekrarlanabilirlik verileri de Cizelge 3.8’ de verildigi gibidir.

Idrar geri kazanim ¢ozeltileri Boliim 2.1.3.7° de anlatildig1 gibi hazirlanmustir.
Idrardan yapilan analiz calismalarina ait SFP’ nin geri kazanim ve tekrarlanabilirlik,
TAS, YS gibi verileri Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9’ da verilmistir. Gelistirilen yontemin
tekrar edilebilirlik diizeyini anlayabilmek i¢in pik akimlar1 ve potansiyelleri i¢in giin
ici ve glinler arasi tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar pik
akimlar1 ve pik potansiyelleri icin tekrar edilebilirligin yliksek oldugunu

kanitlamaktadur.
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Sekil 3.16. SFP’nin pH 3,0 BRT de idrar numunesi kalibrasyon voltamogramlari
(1) destek; (2) 4x10°M; (3) 6x10°M; (4) 8x10°M; (5) 1x10°M; (6) 2x10°M; (7) 4x10° M.
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Sekil 3.17. SFP’ nin idrar numunesinden analiz edilen 4x107, 2x107, 1x107%, 8x10°°, 6x10°,
4x10°M derisimlerindeki dlgiimlerine ait ortalama akim-derisim grafigi
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Cizelge 3.8. SFP’ nin idrardan elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglari
ve gerekli validasyon parametreleri.

DPV
Olgiim Potansiyeli (mV) 997
Dogrusallik Araligi (M) 4x10°- 4x107
Egim (LA M) 27788,5
Kesisim (pA) 0,0265
Korelasyon Katsayisi 0,996
Egimin Standart Hatas1 1134,07
Kesigsimin Standart Hatas1 0,02646
YS (M) 4,15x107
TAS (M) 1,26x10°
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS)* 2,47
Akimin giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS)* 2,86
Potansiyelin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS)* 0,10
Potansiyelin giinler aras1 tekrarlanabilirligi (%BSS)* 0,20

*Akim ve potansiyel i¢in yapilan tekrar edilebilirlik calismalar: 8x10° M derisime ait 5 degerden elde
edilmistir.

Cizelge 3.9. SFP’ nin idrar numunesinden geri kazanim verileri

DPV
Eklenen derigim (M) 1x107
Bulunan derigim (M)* 1,03x10°
%Ortalama geri kazanim* 103,16
%BSS 1,48
%BH -3,17

*5 degerden hesaplanmustir.
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3.2. Sefprozilin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi ile

Analiz Cahsmalan

3.2.1. Sefprozilin Dalga Boyu Taramasi

SFP, suda 280 nm'de maksimum dalga boyuna (Amax'a) sahiptir. Tek basma
veya i¢ standartla birlikte 280 nm'de SFP' nin saptanmasi i¢in kabul edilebilir bir yanit
elde edilmistir (Sekil 3.18).

1.5

1.0+

Absorbans

0.5

0.0

200 ' 3(I)O ' 4(I)O ' 5(I)O ' 6(I)O
Dalga Boyu (nm)
Sekil 3.18. SFP“nin absorpsiyon spektrumu

3.2.2. Yiiksek Performanh Sivi Kromatografisi Yonteminin

Optimizasyonu

YPSK yonteminin optimizasyonu i¢in uygun kolon, i¢ standart, tampon ¢ozelti
ve organik ¢dziicii se¢imi yapilmistir. Tampon ¢ozeltinin derisimi belirlenmis ve mobil
fazda organik ¢Oziicli orani optimize edilmistir. En uygun pH, sicaklik ve akis hizi da

diger parametrelerde yapildigi gibi SUT’ a gore degerlendirilerek optimize edilmistir.
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3.2.2.1. Sabit faz se¢cimi

Sabit faz yani kolon se¢imi, YPSK’ de hassas bir ayrim i¢in ¢ok énemlidir. Bu
calismada, farkl dolgu malzemelerine sahip yedi adet kolonun kinetik performansi, en
uygun sabit fazi segcmek i¢in karsilastirilmistir. Sekil 3.19°daki kromatogramlar, ayni
uzunluk ve partikiil boyutuna sahip farkli kolonlarda elde edilen ayirma verimini

gostermektedir. Tiim ¢alismalar ayni1 kosullar altinda gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.19. Kolon segimi
A: ACE 5 C8 (150 mm x 4,6 mm; 5 um), B: SphereClone C6 (150 mm x 4,6 mm; 5 um),
C: Xbridge C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm),
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Sekil 3.19. Devam. Kolon se¢imi

D: Agilent Zorbax SB- C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um), E: Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm;

5 um), F: Hichrom-Nucleosil C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm), G: ACE 5 C18 (150 mm x 4,6

mm; 5 um),
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Sekil 3.20. Kolon se¢imi
H: Tim Kromatogramlarm Birlikte Gdsterimi

SphereClone C6, Xbridge C18, Hichrom-Nucleosil C18 ve ACE 5 C18 kolonlar1
1yi bir ayrma i¢in uygun degildir. Agilent Zorbax SB-C18 kolonuyla kabul edilebilir
ayrim giicli degeri saglanamamuistir. Ayrica, Kinetex C18 kolonu cis-SFP i¢in yiiksek
kuyruklanma gdstermistir. Bundan dolayi, ACE 5 C8 kolonu, yiiksek, kesin, simetrik
pik vermesi ve izomerleri yiiksek ayrim giiciiyle tespit etmesi nedeniyle se¢ilmistir

(Sekil 3.20).

3.2.2.2. i¢ standart secimi

Yontem gelistirme sirasinda, uygun IS se¢gmek i¢in sisteme SFP ile seftazidim
(SFT), PAR, sefazolin (SFA) ve sefaklor (SFK) enjekte edilmistir. Analizler ayni
sartlarda yapilmistir. SFT ve SFA' da fazladan pikler varken, SFK ile analiz stiresi
artmustir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. IS optimizasyonu
SFT: Seftazidime, PAR: Parasetamol, SFA: Sefazolin, SFK: Sefaklor

3.2.2.3. Tampon Cozeltinin Secilmesi

7.0

YPSK ayrimlarmi etkileyen bir diger onemli parametre, tampon ¢ozeltisidir.

Uygun tampon ¢ozeltisini belirlemek i¢in ayni sartlar altinda amonyum asetat, su,

amonyum format ve sodyum asetat ile analizler yapilmig ve kromatogramlar

verilmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Tampon ¢6zeltinin optimizasyonu
A: Sodyum Asetat,
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Sekil 3.22. Devam. Tampon ¢dzeltinin optimizasyonu
B: Amonyum Format, C: Su, D: Amonyum Asetat,
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Sekil 3.23. Tampon ¢ozeltinin optimizasyonu
E: Bir arada gosterim (A: Sodyum Asetat, B: Amonyum Format, C: Su, D: Amonyum Asetat)

Sonuglara gore, bu tamponlarda ayrim giicii hemen hemen ayni1 olmakla birlikte
amonyum format kullanildiginda analiz siiresinin uzadig1 goriilmektedir (Cizelge
3.10). Amonyum asetat kullanildiginda, su ve sodyum asetat kullanildigindakinden
daha yiiksek pikler elde edilmistir (Sekil 3.23).

Cizelge 3.10. SUT’ a gore tampon ¢ozeltilerin karsilastiriimasi.

Tampon SUT Amonyum Su Amonyum Sodyum
Cozelti Parametresi | asetat format asetat
cis-SFP tr (dk) 3,42 3,52 5,37 3,41
N 5898 5967 8275 5894
Rs - - - -
k 1,28 1,35 0,79 1,27
o - - - -
t 1,09 1,09 1,11 1,09
PAR tr (dk) 3,93 4,05 6,51 3,93
N 7842 7976 10805 7815
Rs 2,84 2,89 3,49 2,89
k 1,62 1,70 1,17 1,62
(o4 1,27 1,26 1,48 1,26
t 1,09 1,09 1,10 1,09
trans-SFP tr (dk) 4,58 4,71 7,55 4,57
N 6982 6993 9604 7020
Rs 3,30 3,28 3,73 3,25
k 2,05 2,14 1,50 2,05
(o4 1,27 1,26 1,19 1,27
t 1,07 1,07 1,09 1,10
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3.2.2.4. Tampon Cozeltinin Derisiminin Belirlenmesi

5 mM ile 40 mM araliginda artan derisimlerde kromatogramlar alinarak

Amonyum asetatin derigimi, incelenmistir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. Tampon ¢ozelti (amonyum asetat) derisimi optimizasyonu
A: 5mM, B: 10 mM, C: 20 mM, D: 40 mM.

Sonuglar arasinda onemli bir fark bulunmadigindan (Cizelge 3.11) 5 mM

amonyum asetat se¢ilmistir.

Cizelge 3.11. SUT’ a gore tampon ¢ozeltinin derigiminin karsilastirilmasi.

Tampon Cozeltinin Derisimi SmM |(10mM (20 mM |40 mM
cis-SFP tr (dk) |[3,42 3,39 3,38 3,44
N 5898 5918 5925 5942
Rs - - - -
k 1,28 1,28 1,28 1,29
a - - - -
t 1,09 1,08 1,09 1,09
PAR tr (dk) [3,93 3,94 3,94 4,01
N 7842 7945 7905 8007
Rs 2,84 3,11 3,17 3,20
k 1,62 1,62 1,62 1,67
o 1,27 1,27 1,27 1,30
t 1,09 1,08 1,08 1,09
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Cizelge 3.11. Devam. SUT’ a gore tampon ¢ozeltinin derisiminin karsilagtirilmasi.

Tampon Cozeltinin Derisimi 5 mM 10mM |20 mM |40 mM
trans-SFP tr (dK) 4,58 4,52 4,51 4,59
N 6982 7033 6969 7094
Rs 3,30 3,01 2,93 2,97
k 2,05 2,01 2,01 2,06
o 1,27 1,24 1,24 1,23
t 1,07 1,06 1,03 1,10

3.2.2.5. Organik Coziiciiniin Secilmesi

Pik sekli ve tutulma siiresi esas olarak organik fazdan etkilenir. Mobil faz i¢in
organik ¢oziicliler olarak asetonitril ve metanol incelenmistir. Optimum organik
¢oOziicii olarak, elde edilen dar ve keskin pik sekilleri (Sekil 3.25) ve daha kisa analiz

stiresi (Cizelge 3.12) nedeniyle, asetonitril segilmistir.
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Sekil 3.25. Organik ¢oziicii optimizasyonu (Asetonitril ve metanol, sirastyla)

Cizelge 3.12. SUT’ a gore organik ¢oziiciilerin karsilagtirmast

Asetonitril Metanol
cis-SFP tr (dK) 3,42 PAR tr (dk) 6,42
N 5898 N 8943
Rs - Rs -
k 1,28 k 1,57
o - o -
t 1,09 t 1,05
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Cizelge 3.12. Devam. SUT’ a gore organik ¢oziiciilerin karsilastirmasi.

Asetonitril Metanol
PAR tr (dk) 3,93 cis-SFP tr (dK) 10,54
N 7842 N 7509
Rs 2,84 Rs 10,98
k 1,62 k 3,22
o 1,27 o 2,05
t 1,09 t 1,00
trans-SFP | tr (dk) 4,58 trans-SFP | tr (dk) 16,11
N 6982 N 7546
Rs 3,30 Rs 9,30
k 2,05 k 5,44
o 1,27 o 1,69
t 1,07 t 0,99

3.2.2.6. Mobil Fazda Organik Coziicii Oraminin Belirlenmesi

Bu ¢alismada mobil fazin organik bileseni olan asetonitril % 5 ile % 15
araliginda incelenmistir (Sekil 3.26). % 5'in altinda asetonitril kullanildiginda, daha
uzun tutulma siiresi (yaklasik 8,5 dakikada trans-SFP piki gelmistir) gosterirken,
asetonitril oraninin % 15’in iizerine ¢ikmasi ekstra pikler ¢ikmasima neden olmustur.
Ayrica, %7,5 asetonitril kullanilmasi, trans-SFP piki ile PAR piki (Sekil 3.26A)
arasinda Ortiismeye neden olmustur, en iyi ayrilma %10 asetonitrille elde edilmistir

(Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13. SUT’ a gére mobil faz oraninin karsilastirilmasi

Tampon Cozelti: Asetonitril . . Tampon Cozelti: Asetonitril .
(b/b) 90:10 92575 | /h)p 95:5
tr (dk) 2,50 3,44 tr (dk) 5,70
N 4298 4763 N 4745
. Rs - - . Rs -
Cis-SFP K 127 : Cis-SFP K 2.80
a - - a -
t 1,10 1,09 t 1,14
tr (dk) 3,15 4,82 tr (dk) 6,33
N 4278 - N 9923
Rs 3,77 - Rs 2,14
trans-SFP K 1.86 a PAR K 3.2
a 1,46 - o 1,15
t 1,09 - t 1,03
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Cizelge 3.13. Devam. SUT’ a gore mobil faz oraninin karsilastirilmasi

Tampon Cozelti: Asetonitril . . Tampon Cozelti: Asetonitril .
(h/h) 90:10 92.5:7,5 (h/h) 95:5
tr (dk) 4,02 4,82 tr (dk) 8,66
N 8284 - N 4657
Rs 4,75 - Rs 6,12
PAR K 2.65 a trans-SFP K 4.77
o 1,43 - a 1,48
t 1,08 - t 1,06
uv
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Sekil 3.26. Organik ¢6ziicli orani optimizasyonu
(Tampon ¢ozelti (%): Asetonitril (%)) A: 92,5:7.5, B: 85:15,
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Sekil 3.26. Devam. Organik ¢6ziicli orani optimizasyonu (Tampon ¢ozelti (%): Asetonitril (%))

C: 95:5,D: 90:10, E: Kromatogramlarin bir arada gosterimi
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3.2.2.7. pH Belirleme Cahsmalar

Mobil

fazin pH',

arastirilan  bilesiklerin  kromatografik davraniglarni

etkileyebilir. SFP ¢ok giiclii bir bazik bilesiktir (pKa'ya gore). Bu nedenle, kolonun pH

arahig1 dikkate almarak ilk deney icin farkli pH’lar (5,0, 6,5 ve 8,0) sec¢ilmistir.

Tamponun pH'mi degistirmenin CiS-SFP ve trans-SFP’ nin tutulma siiresi ve

dolayisiyla ayrimi iizerinde biiytlik etkilere sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3.27).

Sonuglara gore (Cizelge 3.14) tampon pH' 18,0' e ayarlandiginda, cis-SFP, trans-SFP

ve PAR'"n en 1yi ayrimi elde edilmistir.
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Sekil 3.27. Tampon ¢ozelti optimizasyonu A: pH 5,0 B: pH 6,5 C: pH 8,0

Cizelge 3.14.

Tampon ¢ozeltinin pH’ 1 SUT’ a gore karsilastirmasi

SUT parametreleri | pH 5.0 | pH 6.5 SUT Parametreleri | pH 8.0
cis-SFP tr (dk) 3,61 3,42 cis-SFP tr (dk) 2,50
N 6202 | 5898 N 4298
Rs - - Rs -
k 1.41 1,28 k 1,27
o - - a -
t 1,05 1,09 t 1,10
PAR tr (dk) 4,10 |3,93 trans-SFP | tr (dk) 3,15
N 8148 | 7842 N 4278
Rs 2,69 2,84 Rs 3,77
k 1,73 1,62 k 1,86
o 1,23 1,27 (o4 1,46
t 1,07 1,09 t 1,09
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Cizelge 3.14. Devam. Tampon ¢ozeltinin pH’1min SUT” a gore karsilastirmasi

SUT parametreleri | pH 5.0 | pH 6.5 SUT Parametreleri | pH 8.0
trans-SFP | tr (dKk) 490 14,58 |PAR tr (dK) 4,02

N 7096 | 6982 N 8284

Rs 3,97 13,30 Rs 4,75

k 1,27 12,05 k 2,65

o 0,73 1,27 a 1,43

t 1,05 1,07 t 1,08

3.2.2.8. Sicakhigin Belirlenmesi

Sicaklik, 25 °C-45 °C arasinda degistirilerek kromatogramlar kaydedilmistir

(Sekil 3.28). 45 °C' ye kadar artan sicakligin daha iyi kolon verimi bulunmustur

(Cizelge 3.15). Bu nedenle, optimum kolon sicaklig1 olarak 45 °C se¢ilmistir.

cis-SFP

trans-SFP

N\

PAR

JAC

Dedektér Yamti

\_
\

/
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2.00

Sekil 3.28. Kolon sicaklig1 optimizasyonu
A: 45 °C,B: 40 °C, C: 35°C, D: 30 °C, E: 25 °C

Cizelge 3.15. SUT’ a gore kolon sicakligiin karsilastirilmasi

2325

250 2

N
VAN

325

Tutulma Zaman (dk)

35 375 4.00 25

Sicakhk 25 °C 30 °C 35°C 40 °C 45 °C
Cis-SFP_ |tr(dk)  [2,50 2,45 2,43 2,42 2,42
N 4298 4786 5156 5383 6468
Rs - - - - -
k 1,27 1,27 1,27 1,27 1,27
a ] ) : ] ]
t 1,10 1,11 1,14 1,13 1,22

76



Cizelge 3.15. Devam. SUT’ a gore kolon sicakliginin karsilastirilmasi

Sicakhk 25°C 30 °C 35°C 40 °C 45 °C

trans-SFP | tr (dk) 3,15 3,03 2,94 2,89 2,84
N 4278 4907 5151 5524 5948
Rs 3,77 3,65 3,40 3,22 3,14
k 1,86 1,75 1,67 1,62 1,58
a 1,46 1,38 1,32 1,28 1,24
t 1,09 1,10 1,12 1,12 1,13

PAR tr (dK) 4,02 3,80 3,66 3,54 3,55
N 8284 8328 8222 8298 8554
Rs 4,75 4,52 4,46 4,17 4,83
k 2,65 2,45 2,27 2,21 2,23
a 1,43 1,40 1,36 1,36 1,41
t 1,08 1,09 1,08 1,09 1,06

3.2.2.9. Akis Hizinin Belirlenmesi

Son olarak, akis hizinm 0,7'den 1,4mL dk™''e degisimi arastirildi (Sekil 3.29) ve

1,0 mL dk™" in altindaki degerlerin analiz siiresini artirdigi, 1,0 mL dk™" in {izerindeki

akis hizinin ise kolon verimini ve dedektor yanitini azalttigi bulundu (Cizelge 3.16).

En ideal akis hiz1 1,0 mL dk™' olmak iizere belirlenmistir.
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Sekil 3.29. Akis hizinin belirlenmesi.
A: 1,4 mL dk'; B: 1,2 mL dk'; C: 1,1 mL dk’; D: 1,0 mL dk'; E: 0,9 mL dk'; F: 0,8 mL
dk'; G: 0,7 mL dk’!
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Tutulma Zamani (dk)
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Cizelge 3.16. Sistem uygunluk testlerine gore akis hizinin karsilagtirilmasi.

0,7mL [08mL |[09mL |[1,0mL |[1,1mL |1,2mL |1,4 mL
Akis hizi dk ! dk ! dk ! dk ! dk ! dk’ dk !
cis-SFP [ tr (dk) |3,43 3,01 2,67 2,42 2,22 2,04 1,76
N 8800 7780 7457 6468 5869 5365 | 4664
Rs - - - - - - -
Kk 0,49 0,63 0,62 1,27 1,02 0,85 0,6
t 1.28 1.26 1.28 1.22 1.22 1.21 1.20
trans-SFP | tg (dk) [ 4,00 3,53 3,13 2,84 2,61 2,41 2,09
N 7446 6704 6014 5948 5393 4985  [4420
Rs 3,45 3,36 3,20 3,14 2,99 2,95 2,80
k 0,74 0,91 0,90 1,58 1,37 1,19 0,9
o 1,61 1,44 1,45 1,24 1,35 1,40 1,50
t 1,17 1,14 1,11 1,13 1,09 1,12 1,09
PAR tr (dk) |5,06 4,45 3,96 3,55 3,28 3,02 2,61
N 10554 10015 9286 8554 [ 7980 7588 6317
Rs 5,57 525 513 4,83 4,67 4,47 4,10
k 1,20 1,41 1,40 2,23 1,98 1,74 1,37
o 1,62 1,54 1,55 1,41 1,45 1,46 1,53
t 1,05 1,07 1,07 1,06 1,06 1,08 1,06

Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda gelistirilen kromatografik yonteme

ait caligma kosullar1 Cizelge 3.17°de verilmistir.

Cizelge 3.17. Belirlenen kromatografik calisma kosullari.

Parametre Kromatografik Kosullar

Kolon ACE 5 C8 (150 mm x 4,6 mm x 5 pum) kolonu

Hareketli faz bilesimi Asetonitril : Tampon-5mM Amonyum asetat (h/h) (90/10)
pH 8,0

Sicaklik (°C) 45 °C

Akis hiz1 (mL dk™) 1 mL dk!

Enjeksiyon hacmi (uL) 15 ulL

Dalga boyu (nm) 280 nm
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3.2.3. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonug¢lari

Bu optimize edilmis yontemle, cis-SFP, trans-SFP ve PAR YPSK cihazina

enjekte edilmistir. Cizelge 3.17° de belirtilen kosullarda gerceklesen analizi gosteren

kromatogram Sekil 3.30' da sunulmustur. Sistem uygunluk parametreleri Cizelge 3.

18'de aciklanmustir.
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Sekil 3.30. Belirlenen optimum kromatografik kosullarda cis-SFP, trans-SFP ve PAR’1n

kromatogrami.

Cizelge 3.18. Optimum kromatografik kosullardaki sistem uygunluk parametreleri

PARAMETRELER cis-SFP trans-SFP | PAR
Tutulma Zamam (dk) 2,42 2,84 3,55
Kapasite faktorii (k) 1,27 1,58 2,23
Ayrim giicii (Ry) - 3.14 4.83
Tabaka sayis1 (N) 6468 5948 8554
Secicilik faktorii(o) - 1,24 1,41
Kuyruklanma faktorii (t) 1,22 1,13 1,06
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3.2.4. Kalibrasyon ve Validasyon Calismalarina Ait Sonug¢lar

Farkli derisimlere yanitin dogrusalligimni gostermek icin SFP standart etken

madde icin TAS’a yakin degerlerden baslanarak 90 ug mL! cis-SFP, 10 pg mL™! trans-

SFP’ye kadar degisen derisim seviyelerinde Ol¢iimler alinmstir (Sekil 3.31). Bu

kalibrasyon ¢aligsmasi serum ve idrar i¢cin de yapilmaistir.
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Sekil 3.31. SFP standart madde i¢in optimize kosullarda kalibrasyon kromatogrami.

Optimize edilen kromatografik kosullarda standart etken madde kalibrasyon

grafigi cis-SFP i¢in 0,009-90 ppm, trans-SFP i¢gin 0,001-10 ppm dogrusallik araliginda

verilmistir (Sekil 3.32). Bu kalibrasyon ¢alismasi biyolojik 6rneklerde de yapilmistir.
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Sekil 3.32. Optimize kosullarda standart etken madde kalibrasyon grafikleri.
(A) cis-SFP igin 0,009-90 ppm, (B) trans-SFP i¢in 0,001-10 ppm dogrusallik araliginda

kalibrasyon
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Sekil 3.33. Optimize edilen kosullarda yapilan, serum kalibrasyon kromatogrami

Optimize edilen kromatografik kosullarda serum numunesinden kalibrasyon grafigi
cis-SFP i¢in 0,009-90 ppm, trans-SFP i¢in 0,001-10 ppm dogrusallik araliginda
verilmistir (Sekil 3.34). Optimize kosullarda idrar 6rneginden SFP tayini kalibrasyon
grafikleri cis-SFP i¢in 0,09-90 ppm, trans-SFP 0,01-10 ppm dogrusallik araliginda
verilmistir (Sekil 3.36). Serum ve idrar numunelerinde kalibrasyon kromatogramlari

Sekil 3.33 ve Sekil 3.35’te gosterilmistir.
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Sekil 3.34. Optimize kosullarda serum 6rneginden SFP tayini kalibrasyon grafikleri.

(A) cis-SFP i¢in 0,009-90 ppm, (B) trans-SFP 0,001-10 ppm dogrusallik araliginda
kalibrasyon
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Sekil 3.35. Optimize kosullarla elde edilen, idrardaki kalibrasyon kromatogramlari
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Sekil 3.36. Optimize kosullarda idrar 6rneginden SFP tayini kalibrasyon grafikleri
(A) cis-SFP i¢in 0,09-90 ppm, (B) trans-SFP 0,01-10 ppm dogrusallik araliginda kalibrasyon

Kalibrasyon egrileri i¢in lineer regresyon verileri standart etken madde, serum
numunesi ve idrar numunesinden analiz i¢in dogrusallik araliginda iyi bir iliski
gbstermis olup kalibrasyon parametreleri Cizelge 3.19° da verilmistir. Tiim matrislerde
korelasyon katsayisi 0,999 bulunmustur. Ayrica YS ve TAS degerleri, gelistirilen

yontemin literatiirdeki yontemlerden daha hassas oldugunu gostermektedir.
cis-SFP, trans-SFP ve PAR' in kromatografik analizi i¢in gelistirilen prosediir,

dogrusallik, YS, TAS, kesinlik, dogruluk, secicilik ve saglamlik agisindan ICH
Q2(R1) ve FDA' ya gore dogrulanmistur.
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Cizelge 3.19. cis-SFP ve trans-SFP igin kalibrasyon verilerinin istatistiksel degerlendirmesi

Validasyon Standart etken madde Serum idrar
Parametreleri Cis-SFP trans-SFP |cis-SFP  |trans-SFP |cis-SFP  |trans-SFP
Dogrusallik araligi

4 0,009-90 0,001-10 {0,009-90 |0,001-10 [0,09-90 0,01-10
(ng mL™)
Egim 0,0187 0,0304 0,0159 0,0263 0,0175 0,0246
Kesisim 0,0022 0,0004 -0,0011 -9x10° 10,0145 0,0051
Korelasyon katsayis1 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
Eg‘m‘“ standart 443x10°  [1,39x10%(5,8x 105 [1,35x 10| 1,45 x 104 |1,58 x 10
atasi
Kesigimin standart | ) 4 1.8x 10 [0,0018  |4,67 x 105]0,005 6,07 x 10
hatasi
YS

4 0,0025 0,0003 0,0026 0,0003 0,026 0,003
(ng mL™)
TAS

r 0,0085 0,001 0,0086 0,001 0,087 0,01
(ng mL™)
Giin i¢i
tekrarlanabilirlik 0,753 0,502 0,100 0,242 0,302 0,318
(%BSS) *
Gunler arasi
tekrarlanabilirlik 1,210 0,853 0,841 0,734 0,847 0,737
(%BSS) *

* 5 tekrardan elde edilmistir.

Tekrarlanabilirlik, cis-SFP ve trans-SFP’ nin ti¢ farkli derisiminin her birinden
bes tekrarla (%BSS) hesaplanarak belirlenmistir. Onerilen yontemin kesinligi, Cizelge

3.19’ da belirtildigi tizere %BSS degerlerinin 2' den az olmasiyla gosterilmistir.

Gelistirilen yontemin dogrulugu, saf etken maddenin ticari tablet, serum ve
idrardan yapilan analizinde dogrusallik araliginda dort farkli derisimde cis-SFP ve
trans-SFP’ nin bes Ol¢limiinlin ortalama % geri kazanimlarinin hesaplanmasiyla

belirlenmistir. Geri kazanim ¢aligmalar1 boliimiinde verilmistir.

Segiciligi, analitlerle birlikte su, mobil faz ¢dzeltisi, askorbik asit, iirik asit, Ca*?,
K", Na", ilagsiz serum ve ilagsiz idrar enjekte edilmesiyle degerlendirilmistir. cis-SFP,

trans-SFP ve PAR pikleriyle girisim yapan hi¢bir pik bulunmadigi goriilmiistiir bu da
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yontemin SFP i¢in seg¢ici oldugunu birlikte kolona verilen maddelere ragmen

analizinde herhangi bir etkiye neden olmadigini géstermektedir (Sekil 3.37).

300001 cis-SFP Su
25000] Mobil Faz
Askorbit Asit
200004 Ca+2
K+
E 15000 . PAR Nat
< Urik Asit
s 4
o | trans-SFP
- "S-,
v |
: )
o}
A .
L L I L L R B R B AL H R R LR N AL
0.0 0.5 1.0 1.5 20 245 3.0 35 4.0 4.5

Tutulma Zamani (dk)

Sekil 3.37. Optimize kromatografik kosullardaki kromatogramin segiciligi.

Ayrica, kasith ufak degisiklikler altinda SFP analiz edilerek yontemin saglamlig1
gosterilmistir. Dalga boyundaki (£2,0), sicakliktaki (£2,0) ve akis hizindaki (+0,1)
kasitli ufak degisiklikler, yontemin saglamligini analiz etmek i¢in hesaplanan %BSS
verileri ile degerlendirilmis ve sonug olarak, kii¢iik degisikliklerin, optimize edilmis

kromatografik yontemi dnemli 6l¢iide etkilemedigi goriilmiistiir (Cizelge 3. 20).

Cizelge 3.20. Kasith degisiklikler altinda yontemin saglamligini kontrol etme caligmasinin
sonuglari.

Degisen kosullar T.utulma zamani (dKk) D.edektiir yaniti (derisim pg mL™)
cis-SFP | trans-SFP cis-SFP trans-SFP

Akis hizi: 1,1 mL dk ! 2,30 2,74 99,95 9,50

Ss 0,006 0,007 0,36 0,18

%BSS 0,27 0,26 0,37 1,89

Akis hizi: 1,0 mL dk ' 2,50 2,99 101,72 10,20

Ss 0,006 0,008 0,21 0,19

%BSS 0,25 0,27 0,21 1,87
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Cizelge 3.20. Devam. Kasith degisiklikler altinda yontemin saglamligini kontrol etme

calismasinin sonuglari.

Tutulma zamam (dk) |Dedektér yamti (derisim pg mL)™
Degisen kosullar - -
cis-SFP trans-SFP | cis-SFP trans-SFP

Akis hizi: 0,9 mL dk' 2,81 3,32 99,61 9,34
Ss 0,016 0,017 0,35 0,18
%BSS 0,57 0,54 0,35 1,95
Sicaklik: 43 °C 2,55 3,04 98,50 10,37
ss 0,011 0,007 0,66 0,11
%BSS 0,43 0,25 0,67 1,09
Sicaklik: 45 °C 2,50 2,99 101,72 10,20
ss 0,006 0,008 0,21 0,19
%BSS 0,25 0,27 0,21 1,87
Sicaklik: 47 °C 2,41 2,86 98,78 10,85
ss 0,009 0,012 0,36 0,19
%BSS 0,37 0,41 0,37 1,78
Dalga boyu: 278 nm 2,50 2,98 101,06 9,96
ss 0,004 0,011 0,15 0,19
%BSS 0,16 0,39 0,14 1,91
Dalga boyu: 280 nm 2,50 2,99 101,72 10,20
ss 0,006 0,008 0,21 0,19
%BSS 0,25 0,27 0,21 1,87
Dalga boyu: 282 nm 2,51 2,96 101,06 9,96
ss 0,008 0,01 0,15 0,19
%BSS 0,32 0,39 0,14 1,92

3.2.5. Geri Kazanim Cahsmalan

Yontemin en uygun sartlarint belirledikten ve valide ettikten sonra yontemin
dogrulugunu gostermek i¢in idrar, serum ve farmasotik dozaj formundan SFP
numuneleri ile geri kazanim ¢aligmalar1 standart ekleme yontemiyle saf madde ilave
edilerek yapilmistir (Sekil 3.38). Geri kazanim calismalar1 ig¢in ¢ozeltiler bolim
2.1.3.8.’de anlatildig1 gibi hazirlanmigtir. Geri kazanimin hesaplanmasi igin elde

edilen sonug¢lardan numunenin bilinen etken madde miktarinin fark: alinarak, eklenen
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saf madde miktarmin ne kadarnin analiz edilebildigi belirlenmistir. % geri kazanim

degerleri %97,33-108,39 arasinda bulunmustur.

uv
cis-SFP PAR A
1500001 o 120 pgml? (Ticari tahlet) + 150 % (standart etken madde)
125000 | 120 pg mL? (Ticari tablet) + 100 % (standart etken madde)
- 1
! :20 pg mL?! (Ticari tablet) + 50 % (standart etken madde)
-E 1000001 i 20 pg mL! (Ticari tablet) + 25 % (standart etken madde)
g L 20 pg mL (Ticari tablet)
b 75000
o)
500004
=
—_
,.g 25000
[
[m)] a
05 10 15 20 25 30 35 4o 45
Tutulma Zaman (dk)
Ny
sooou cis-SFP cis-SFP
0000.] 9 pgml! +% 150 cis-SFP (serum) A B
E 9 pg ml! + %100 cis-SFP (serum)
s0000] 9 pgml! +% 50 cis-SFP (serum)
E 9 pgml! + %25 cis-SFP (serum)
- 500004 0 ng mL?! cis-SFP (serum)
= trans-SFP
o 40000 1
] ] 1 pgml™ + %150 frans-SFP (serum)
> 0000 1 pgmL” + %100 trans-SFP (serum)
— 1 -1
Hel I 1pg mL_l +% 50 frans-SFP (serum) trans-SFP
hv ] 1 pgmL™ + %25 frans-SFP (serum)
i 1 ngmL” frans-SFP (serum) J
o] ]
A A
T T T T T T

T T T T T T
0.252600008.50300000.75 1.00 125 150 1756 200 225 250 275

Tutulma Zaman (dk)
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2500004
2250004 cis-SFP C
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Sekil 3.38. Geri kazanim ¢alismalarina ait kromatogramlar.
(A) Standart etken madde, (B) serum ve (C) idrar
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3.2.6. Hizlandirilmis Bozunma Calismalan

Stabilite gostergeli miktar tayini i¢in hizlandirilmis bozunma ¢alismalariyla SFP
tayin edilmistir. Standart etken maddenin ve ticari tablet formunun stabilite
ozelliklerini aydinlatmak ve gelistirilen analiz yonteminin se¢iciligini gdstermek i¢in
yapilan bu bozunma ¢aligmalarinda SFP, 1,0 N ve 0,1 N HCl ile asitle hidroliz, 0,1 N
ve 1,0 N NaOH ile bazik hidroliz, % 0,3’ likk ve %3,0 ‘lik H>O: ile oksidasyon, 80 °C
sicak su banyosunda bekleterek sicaklik ve nem ile bozundurma, UV 1sik altinda
bekletmeyle fotodegredasyon ¢aligsmasi ve 80 °C etiivde bekletme ile yliksek sicaklikla
hizlandirilmig bozunma ¢alismalar1 yapilmistir. Stres faktorlerine 1-12 saat maruz
brirakilarak belirli araliklarla analiz yapilmak suretiyle meydana gelen bozunma tespit
edilmistir. Baz1 kosullarda 12 saate kalmadan etken maddenin tamami bozunmus geri
kazanim sifira diismistiir. Analiz edilecek numuneler boliim 2.1.3.11.’de anlatildig1
gibi 50 pg mL™! derisimde olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra ise tiim bozunma
¢ozeltileri, 45 pg mL™" cis-SFP ve 5 ng mL™! trans-SFP igeren standart 50 pg mL™' SFP
cozeltisi ile karsilastirilmis ve pik alanlarinda meydana nicel degisikliklerden yola

cikarak yilizde bozunma olarak hesaplanmuistir.

Oncelikle asidik hidrolizle bozunmasmni tespit etme ¢alismalar1 yapilmustir.
Sefalosporinlerin genel 0zelligi olarak asidik kosullarda bozunmaya bazik
kosullardaki bozunmaya gore daha dayaniklidir. cis-SFP ve trans-SFP hem 0,1 N HC1
(Sekil 3.39A ve B) hem de 1,0 N HCI1 (Sekil 3.39C ve D) ile asit hidrolizi sonucu
nispeten stabilite gostermistir. 12 saat sonunda farkli asidik kosullarda tablet ve saf
etken madde formundaki cis ve trans-SFP’nin bozunma oranmnin %6,16-14,11
arasinda degistigi tespit edilmistir. Tablet lizerinden yapilan hizlandirilmis bozunma
caligmalarinda cis-SFP , 12 saat sonra 0.1 N HCI’de Cizelge 3.22” de gosterildigi gibi
yaklasik %14 bozunmustur.
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Sekil 3.39. Asidik bozunma kosullarinda SFP’ nin standart etken madde ve tablet formunun

kromatogramlari.
A: 0,1 N HCI, standart SFP B: 0,1 N HCI, SFP tablet, C: 1,0 N HCI, standart SFP
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Sekil 3.39. Devam. Asidik bozunma kosullarinda SFP’ nin standart etken madde ve tablet
formunun kromatogramlari.
D: 1,0 N HCI, SFP tablet

Cizelge 3.22.

Asidik ortamda bozunma caligsmasi sonuclari.

0.1 N HC1 1.0 N HCI LONHCI
Kosullar/ (standart etken 0.1 N HCI (tablet) | (standart etken ( t.able )
Bekletme madde) madde)
siiresi cis- trans- cis- trans- cis- trans- cis- trans-
SFP SFP SFP SFP SFP SFP SFP SFP
1 Saat 1,18 1,80 8,37 4,33 5,86 4,69 5,55 4,33
3 Saat 422 |3,57 1091 | 6,99 571|523 565 | 547
6 Saat 565 | 323 12,54 | 7,64 568 | 644 6,46 | 6,48
12Saat | 6,66 | 6,16 14,11 | 8,28 6,52 | 6,60 8,60 | 7,02

cis-SFP ve trans-SFP, alkali kosullar altinda maksimum bozunma gostermistir
(Sekil 3.40). Bazik hidroliz i¢in 0,1N NaOH kullanildiginda, cis-SFP ve trans-SFP 12

saat sonra yaklasik %100 bozunurken, 1,0 N NaOH kullanildiginda cis-SFP ve trans-

SFP 1 saat sonra yaklasik %100 bozunmustur (Cizelge 3.23). Bu, cis-SFP ve trans-

SFP’ nin alkali hidrolizine kars1 ¢ok hassas oldugunu gdsterir.
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Sekil 3.40. SFP’nin standart etken madde ve tablet formunun bazik ortamda bozunma

calismas1 kromatogramlari.
E: 0,1 N NaOH, standart SFP F: 0,1 N NaOH,SFP tablet G: 1,0 N NaOH,standart SFP
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Sekil 3.40. Devam. SFP’ nin standart etken madde ve tablet formunun bazik ortamda bozunma

calismas1 kromatogramlari.
H: 1,0 N NaOH, SFP tablet

Cizelge 3.23. Alkali ortamda bozunma ¢alismasi sonuglari

0.1 N NaOH 0.1 N NaOH 1.0 N NaOH 1.0 N NaOH
Kosullar/ | (standart etken (tablet) (standart etken (tablet)
Bekletme | madde) madde)
siiresi cis- trans- cis- trans- cis- trans- cis- trans-
SFP SFP SFP SFP SFP SFP SFP SFP
1 Saat 8,88 5,60 4,51 2,11 100 100 100 100
3 Saat 11,35 8,37 5,80 2,76 - - - -
6 Saat 26,31 24,16 32,93 30,91 - - - -
12 Saat 99,96 99,92 99,95 99,72 - - - -

Cis-SFP ve trans-SFP’ nin, oksidatif kosullara karsi daha hassas oldugu
goriilmistir. %0,3 H,O;' de, cis-SFP ve trans-SFP 12 saat sonra yaklagik %67
bozunurken, %3,0 H,O,' de cis-SFP ve trans-SFP 6 saat sonra %100 bozunmustur
(Cizelge 3.24) Bu, cis-SFP ve trans-SFP’ nin alkali kosullara oldugu gibi oksidatif
bozunma kosullarina da ¢ok duyarli oldugunu gosterir, kromatogramlar1 Sekil 3.41°

de verilmistir.
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Cizelge 3.24. SFP’ nin ticari tablet ve standart etken madde seklinin oksidatif kosullarda

bozunma yiizdeleri

%0.3 H20: (standart | %0.3 H.0: %3.0 H20: (standart | %3.0 H20>
Kosullar/ | ¢¢ien madde) (tablet) etken madde) (tablet)
Bekletme cis trans cis trans
suresl cis-SFP |trans-SFP SFP SFP cis-SFP |trans-SFP SFP SFP
1 Saat 9,66 4,21 10,89 [5,87 42,16 25,52 44,22 135,61
3 Saat 23,13 18,64 43,19 48,57 70,39 638,05 64,90 |53,15
6 Saat 46,64 45,12 52,45 |52,89 100 100 100 100
12 Saat 50,50 51,65 67,08 (62,33 - - - -
00 cis-SFP |
i %0.3 H,0,, standart etken madde
125000
*émoooo—
<
>_. 75000+
:sa 50000
E trans-SFP
]
8 250004
[ O
IO.IZ CI.I50I ICI.I?E 1.60‘ ' I1.|25‘ o I1.|5CII T I1|?5I o I2.60I o I2.|25I o ‘2.I5CI o I2.|?5I o I3.£ZICII o
Tutulma Zamani (dk)
200000-; cis-SFP J
- %0.3 H,0, tablet
150000 22
5100000—;
[+ ]
>-| 75000
- 0
Q ]
15 50000 \ trans-SFP
) ]
=] ]
S ]

T
2.25
1.75

Tutulma Zaman (dk)
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275
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Sekil 3.41. SFP’ nin etken madde ve ticari tablet formunun oksidatif kosullarda bozunma

kromatogramlari.
I: %0,3 H>O»- standart etken madde, J: %0,3 H,O, , tablet
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Dedekttr Yanit

Sekil 3.41.Devam. SFP’ nin etken madde ve ticari tablet formunun oksidatif kosullarda

bozunma kromatogramlari.
K: %3,0 H,O,, standart etken madde, L: %3,0 H,O-, tablet

cis-SFP ve trans-SFP’ yi 80°C etiivde bekleterek sadece yiiksek sicakligm, 80°C su
banyosunda bekleterek yiiksek sicaklik ve nemin etkisi gozlenmistir. cis-SFP ve
trans-SFP etiivde de su banyosunda da bekletmede nispeten kararl kalmakla beraber

zamanla bozunmasi artmaktadir (Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. SFP’ nin toz etken madde ve ticari tablet formunun yiiksek sicaklik ve nem altinda
elde edilen bozunma kromatogramlar.

M: Standart etken madde 80 °C etiiv, N: SFP ticari tablet, 80 °C etiiv, O: standart etken madde,
80°C su banyosu

95



ul

225000—; cis-SFP P

200000
1 [-]

75000 80 °C su banyosu, tablet

150000—5

125000

100000 5

Dedektér Yaniti
R B B

=}

Tutulma Zamani (dk)

Sekil 3.42.Devam SFP’ nin toz etken madde ve ticari tablet formunun yiiksek sicaklik ve nem
altinda elde edilen bozunma kromatogramlari.
P: SFP ticari tablet, 80 °C sicak su banyosu

Cizelge 3.25. 80 °C etiiv ve 80 °C sicak su banyosunda bekletme ¢aligmasina ait bozunma
sonuclari

80 °C etiiv 80 °C sicak su
(standart 80 °C etiiv banyosu 80 °C sicak su
Kosullar/Bekletme etken (tablet) (standart etken banyosu (tablet)
siiresi madde) madde)
cis- | trans- | cis- | trans- | cis- trans- cis- trans-
SFP | SFP SFP | SFP SFP SFP SFP SFP
1 Saat 3,68 |3,37 |0,13 | 0,07 0,24 0,48 0,21 0,04
3 Saat 10,15 | 10,02 | 0,16 | 2,12 6,66 1,31 4,35 5,74
6 Saat 10,83 | 9,98 7,32 | 6,89 6,29 5,26 6,26 6,53
12 Saat 10,88 | 10,01 | 13,89 | 13,42 | 6,30 5,91 6,70 7,06

Son olarak, cis-SFP ve trans-SFP, UV 1s1ga maruz birakilarak fotodegredasyon
calismalar1 yapilmistir. Maruziyet siiresi arttikca ugradigi bozunma artmustir. (Sekil
3.43) Sonuglara gore, tablet formunun UV 1sik altinda bekletmeye karsi stabilite
gosterdigi, saf toz haldeki etken maddenin zamanla bozunmaya ugradigi tespit

edilmistir (Cizelge 3.26).

96



szé cis-SFP R
mi UV gtk (254 nm),
o 1250 standart etken madde
trans-SFP

L ey e B B ey e e e L S BBy B BBy By By ey By e e sy B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 45

Tutulma Zaman (dk)

225000

200000

— UV isik(254 nm), tablet

150000

1
g
1

trans-SFP

Mmoo B
g 2 2 8
R R R E

Dedektor Yanit

Tutulma Zaman: (dk)
Sekil 3.43. SFP’ nin toz etken madde ve ticari tablet formunun fotolitik bozunma sartlarinda
elde edilen kromatogramlari.
R: Standart etken madde, UV 1s1k, S: SFP ticari tablet, UV 151k

Cizelge 3.26. UV 1sikla bozunma calismasi sonuglari.

Kosullar/ UVd:islk (254 nm) (standart etken UV 151k (254 nm) (tablet)
Bekletme madde)

siiresi cis-SFP trans-SFP Ccis-SFP trans-SFP
1 Saat 4,95 4,58 0,36 0,34

3 Saat 10,81 10,63 6,24 7,06

6 Saat 16,73 16,35 6,92 7,06

12 Saat 22,82 22,27 9,53 8,26
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4. TARTISMA

Bu tez c¢alismasiyla basta amaclandigi iizere, ikinci kusak sefalosporin grubu
antibiyotik olan SFP’ yi tayin i¢in hem elektrokimyasal hem kromatografik analiz

yontemleri gelistirilmistir.

Bu calisma kapsaminda SFP’ nin tayini i¢in, voltametrik bir yontem, ilk kez
gelistirilmis sonra bu yontem hem tablet de hem idrar numunelerine basariyla

uygulanmistir.

SFP’ nin elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi i¢ elektrotlu hiicre sistemiyle,
calisma elektrotu olarak bir karbon elektrot olan CKE kullanilarak pH 2,0 — 10,0
araliginda ayarlanan c¢esitli tamponlarda DV ve DPV teknikleri kullanilarak

incelenmistir.

Voltametrik analiz i¢in yapilan pH taramasinda pH ‘in yiikselmesinin analizi
olumsuz etkiledigi, pikin yiiksekliginin azalmasi ve yayvanlasmasindan yola ¢ikilarak
anlagilmistir. Diisiik pH’larda ise daha keskin daha simetrik ve akim degeri daha
yiiksek olan pikler gézlenmistir. Bu nedenle de diisiik pH degerlerinde analizlerin

yapilmas1 planlanmastir.

pH taramasi sonucglarma gore hazirlanan Ep-pH grafiginde elektroaktif grubun
asit-baz formunun pKa degerinin 7,0 civarinda oldugu bu degerin de literatiir degeri

olan 7.43 e oldukca yakin oldugu goriilmektedir.

pH taramalarma gore en iyi caligma ortami olarak pik sekli, potansiyeli ve

akimma bakilarak pH 3,0 BRT se¢ilmistir.

Daha sonra DV ile hiz taramasi ¢alismalar1 1x10* M SFP derisiminde, 10-500
mV s hiz arahiginda pH 3,0 BRT ile yapilmistir. Hiz taramasi ¢alismalarinda Ip ile
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v'’* arasinda dogru orantili bir iliski oldugu saptanmistir. Hiz taramasi sonucunda

¢izilen log ip-logVv grafiginin egim degerinin 0,5’e yakin olmasi ve iy- v'/2

iliskisinin
dogrusal olmasi reaksiyonun difiizyon kontrollii gergeklestigini gostermistir. DV
calismalarinda geri tarama yOniinde herhangi bir pikin gozlenmemesi ve pik
potansiyelinin tarama hizinin artmasiyla birlikte daha pozitif potansiyele kaymasi,

elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gostermistir.

Standart etken maddeyle kalibrasyon calismasi 4x10°-8x10° M araliginda
yapilmis olup pik akimi-derisim grafigi i¢in her derisim i¢in 3 Ol¢liim almip akim
ortalamalar1 kullanilmistir. Derisim arttikca pik akimi da artmis ve akim- derigim
egrisine ait korelasyon katsayis1 0,996 olarak bulunmustur. YS degeri 4,16x107, TAS
degeri ise 1,26x10° M olarak hesaplanmistr.

SFP’ nin, Ultracef® 500 mg tabletlerden tayini icin DPV ydntemi gelistirilmistir.
Y ontemin dogrulugunu incelemek adina tabletten geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmustir.
%102,7 geri kazanim saglanan bu ¢aligmalara ait %BSS degeri 1,55 bulunmustur. Geri
kazanim calismalar1 sonuglarma gore ilag katki maddelerinin analizde herhangi bir

girisim etkisinin olmadig1 goriilmiis ve yontemin dogrulugu gdsterilmistir.

Akimin gilin i¢i tekrarlanabilirligi, akimin giinler arasi1 tekrarlanabilirligi,
potansiyelin giin i¢i tekrarlanabilirligi ve potansiyelin gilinler arasi tekrarlanabilirligi
strastyla % 1,69, % 2,08, %0,29 ve % 0,58 olarak bulunmus olup bu degerler yontemin
kesin oldugunu gostermektedir. Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde %BSS’nin
bdyle diisiik sonuglarda elde edilmesi, SFP igeren tablet dozaj formunda, gelistirilen

bu analiz yontemiyle miktar tayini ¢aligmalarinin yapilabilecegini gostermistir.

Idrar numunesi i¢inde yapilan kalibrasyon deneyleri igin her derisim ii¢ tekrarl
olciiliip akimlar1 igin ortalamalar1 alinmustir. SFP’ nin idrar numunesinde, 4x107%-
4x10° M dogrusallik araliginda yapilan analizinde Ipon-derisim degerlerine ait
korelasyon katsayis1 0,996 olarak bulunmustur. YS 4,15x107 ve TAS 1,26x10°
bulunmus olup yontemin yiiksek hassasiyette analize imkan verdigi goriilmiistiir.

Akimmn giin i¢i yapilan Olglimlerde ve farkli gilinlerde yapilan Ol¢timlerdeki
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tekrarlanabilirligi i¢in %BSS degerleri 2,47 ve 2,86 olarak, potansiyelin giin i¢i yapilan
Olctimlerde ve farkli gilinlerde yapilan olglimlerdeki tekrarlanabilirligi i¢in BSS
degerleri 0,10 ve 0,20 olarak bulunmustur. Bu %BSS degerleri pik akimi ve pik
potansiyeli hususunda yontemin tekrar edilebilirligin iyi oldugunu gostermektedir.
Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde iyi sonuglarin elde edilmesi, SFP i¢in DPV
kullanilarak idrar numunesinden miktar tayini yapilabilecegini gdstermistir. Idrar
numunelerinden geri kazanim caligmalar1 sonucu elde edilen %BSS degerinin 1,48
olmast bu gelistirilen yontemle idrardan yiiksek dogrulukla SFP analizi
yapilabilecegini gosterir. SFP’nin tayini i¢in tamamen valide edilmis bir voltametrik
analiz yontemi gelistirilmistir. Bu yontem SFP iceren tablet formlarina ve insan idrar

numunelerine kolay, hizli ve dogrudan uygulanabilmistir.

SFP’ nin izomerlerinin basit, hizli ve verimli ayrimi i¢in stabilite gostergeli
kromatografik yontem gelistirilmistir. Kromatografik analiz i¢cin kolon secimi, i¢
standart se¢imi, tampon ¢ozelti se¢imi, organik ¢oziicii se¢imi gibi parametrelerin
optimizasyonu yapilmistir. Tampon ¢ozeltinin derisimi belirlenmis ve mobil fazda
organik ¢oziicli orani optimize edilmistir. En uygun pH, sicaklik ve akis hizi da diger
parametrelerde yapildigi gibi SUT’a gore degerlendirilerek belirlenmistir.
Kromatografik ¢alisma kosullar1 belirlendikten sonra analizler yapilarak kalibrasyon

calismalar1 yapilmastir.

Farkli yedi kolonla yapilan analizler sonucu en yiiksek pik alani saglamasi,
keskin, simetrik pikler vermesi ve SFP’ nin iki izomerinin yiiksek ayrim giicliyle

analizine olanak tanimasi sebebiyle ACE 5 C8 kolonu se¢ilmistir.

IS olarak sisteme SFT, PAR, SFA ve SFK enjekte edilmistir. SFT ve SFA' da
ekstra pikler ¢ikmig, SFK ise kolondan ge¢ ¢ikarak analiz siiresinin artmasina sebep

olmustur. Bu sebeple IS olarak PAR kullanilmistir.

Amonyum asetat, su, amonyum format ve sodyum asetat ile yapilan tampon
cozelti optimizasyonunda amonyum formatin analiz siiresini artirdigr goriilmiistiir.

Amonyum asetat ile yapilan analizde su ve sodyum asetatla yapilanlardan daha yiiksek
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pikler elde edildiginden amonyum asetat se¢ilmistir. Amonyum asetatin SmM-40 mM
araliginda degisen derisimi SUT parametreleriyle karsilastirilarak incelenmistir.
Sonuglar arasinda onemli bir fark bulunmadigindan 5 mM amonyum asetat

kullanilmstir.

Pik sekli ve tutulma siiresi esas olarak organik ¢dziicliden etkilenir. Mobil faz
icin organik ¢oziiciiler olarak asetonitril ve metanol incelenmistir. Asetonitril ile daha
dar ve yiiksek pikler elde edilmesi ve daha kisa analiz siiresi gibi avantajlar1 sebebiyle,
organik ¢oziicii olarak asetonitril se¢ilmistir. Asetonitril orani %5’in altinda oldugunda
tutulma siiresi artmustir, %15° in Tlzerinde oldugunda da SFP piklerinde
kuyruklanmaya sebep olmaktadir. Oran %7,5 oldugunda PAR ve trans-SFP’nin ayr1
ayr1 analizi saglanamamus, piklerde ortlisme olmustur. En yiiksek pik ve en iyi ayrim

%10 asetonitrille saglanmistir.

pH optimizasyonu i¢in kolonun pH aralig1 dikkate alinarak farkli pH’lar (5,0,
6,5 ve 8,0) denenmistir. Tampon ¢ozeltinin pH’ min analitlerin tutulma zamani ve
ayrimi iizerinde ¢ok etkili oldugu goriilmiis, SUT’ a gore karsilagtirmasi yapilmis ve

ayrim giicii daha yiiksek oldugundan pH 8 secilmistir.

Optimizasyon ¢alismalarinin son asamasinda akis hizinin analiz sonucuna
etkisine bakilmistir. Akis hizmin 1,0 mL dk™" in altinda olmasmin daha uzun alikonma
siirelerine neden oldugu, 1,0 mL dk!in {izerindeki akis hizinin ise kolon verimini ve
pik yiiksekligini azalttig1 tespit edilmistir. Akis hiz1 i¢in optimum deger 1,0 mL dk

Idir.

Daha sonra YPSK yonteminin parametreleri ve sistem uygunluk parametreleri
belirlenmistir. SUT sonuglar1 ile yontemin uygulanabilir oldugu goriilmiistiir. Bu

calismalar tamamlandiktan sonra yontem validasyonu asamasina gegilmistir.

Serum orneginden analizde ve standart etken madde analizinde cis-SFP igin

0,009 ng mL! trans-SFP i¢in 0,001 pug mL™!"den baslayarak, 90 ug mL™! cis-SFP ve
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10 pg mL™! trans-SFP’ ye kadar degisen derisim seviyeleri, idrar rneginden analizde
Cis-SFP icin 0,09 -90 ug mL!, trans-SFP icin 0,01-10 pg mL™"' araliklarinda analiz
yapilarak bu aralikta sonuclarin dogrusal oldugu goriilmiistiir. Tiim matrislerde
korelasyon katsayist 0,999 bulunmustur ki bu da calismanin yiiksek dogrusallikta
gerceklestigini gostermektedir. Ayrica YS ve TAS degerleri, gelistirilen yontemin
literatiirdeki yontemlerden daha duyarli olduguna isaret etmektedir. Giin i¢i ve giinler
arasi tekrarlanabilirlik calismalarinda %BSS degerlerinin biyolojik numunelerden

analizde bile %1 civarindadir. Bu durum yontemin kesin oldugunu gostermektedir.

IS olarak PAR’1n bulundugu calismada farmaso6tik dozaj formu iizerine ilave
edilen %25, %50, %100, %150 oraninda standart SFP ile geri kazanim verimi
hesaplanmis ve ilgili parametreler degerlendirilmistir. Aynmi sekilde idrar ve serum
numunelerinden geri kazanim g¢alismalar1 yapilarak gelistirilen analiz yontemlerinin
dogrulugu gosterilmistir. %BSS degerlerinin %2’den diisiik olmas1 yontemin yiiksek

dogrulukta gergeklestigini gostermistir.

Gelistirilen analiz yOnteminin segiciligi, analitlerle birlikte su, mobil faz
¢ozeltisi, askorbik asit, iirik asit, Ca™, K*, Na*, ilagsiz serum ve ilagsiz idrar enjekte
edilmesiyle degerlendirilmistir. cis-SFP, trans-SFP ve PAR pikleriyle girisim yapan

herhangi bir pik bulunmadigindan yontemin sec¢ici oldugu belirtilmistir.

Yontemin saglamhigi da, dalga boyundaki (£2.0), sicakliktaki (£2.0) ve akis
hizindaki (+0.1) kasith degisikliklerin sonucunda 9%BSS degerlendirilerek
kanitlanmigtir. Elde edilen %BBS degerlerinin %2’ nin altinda ¢ikmasi1 yontemin ufak

degisiklerden etkilenmedigini gostermistir.

Kromatografik analiz yontemi i¢in validasyon c¢aligmalar1 kapsaminda
yontemin; dogrusallik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik, saglamlik gibi
parametrelerine ait sonucglarinin istatiksel degerlendirmesi yapilip uygun oldugu

bulunmustur.
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Ayrica stabilite gostergeli yontem caligmalari kapsaminda, hizlandirilmig
bozunma ¢aligmalariyla standart etken madde ve Ultracef® tablet formu 50ug mL™!
derisimde olacak sekilde hazirlanarak, hidroliz (Asit, Baz); oksidasyon (H2O: ile);
1s1kta bozunma (UV 151k altinda beklemesi); sicaklik (tabletlerin 80 °C etiivde ve 80
°C su banyosunda beklemesi) islemlerine maruz birakilmis ve zamanla azalan cis-SFP
ve trans-SFP miktar1 incelenmistir. Sonuglar bozunma islemleri uygulanmamis ayni
miktarda SFP iceren (45 pg mL™ cis-SFP ve 5 pg mL™! trans-SFP i¢eren standart 50ug
mL! SFP) ¢ozelti ile karsilastrilmis ve pik alanlarindaki degisim oranlanarak

bozunma degerlendirilmistir.

Hem tablet numunesi hem saf etken madde asit hidrolizine karsi nispeten
dayanikli bulunmustur. Etken madde ve tablet 0,1 N NaOH’da 12 saatte %100
bozunmus, 1,0 N NaOH’da 1 saatte %100 bozunmustur. Bazik hidrolize kars1 ¢ok
hassas oldugu goriilmiistiir. %0,3 H>O-'de, etken madde ve tabletteki cis-SFP ve trans-
SFP yiizde geri kazanimi 12 saat sonra yaklasik %68 azalirken, %3,0 H,O,' de cis-SFP
ve trans-SFP pikleri 6 saat sonra %100 azalmistir. Oksidasyona karsi da ¢ok hassas
oldugu gorilmiistiir. cis-SFP ve trans-SFP’ yi 80°C etiivde bekleterek sadece yiiksek
sicakligin, 80°C su banyosunda bekleterek yiiksek sicaklik ve nemin etkisi
gozlemlenmistir. Cis-SFP ve trans-SFP etiivde de su banyosunda da bekletmede
nispeten kararli kalmakla beraber bozunma yiizdesi zamanla artmaktadir.Son olarak,
Cis-SFP ve trans-SFP, UV 1s13a maruziyet siiresi arttikca bozunmaya ugramustir.
Sonuglara gore, tablet formunun UV 151k altinda bekletmeye karsi daha dayanikli
oldugu, standart etken maddenin daha hizli bir sekilde fotodegradasyona ugradigi

tespit edilmistir.

Bozunma ¢alismalar1 incelendiginde cis-SFP ve trans-SFP’ nin 6zellikle bazik
hidroliz ve oksidasyona kars1 ¢ok hassas oldugu goriilmiistiir. Diger stres kosullarinda

nispeten kararli olmakla beraber zamanla bozunmaktadir.

Bu calisma kapsaminda, voltametrik analizle SFP’ nin tayini ve gelistirilen
yontemin validasyonu saglanmis, idrar numunesi ve farmasotik dozaj formunda

uygulamasi basta hedeflendigi {lizere basariyla gergeklestirilmistic. SFP’ nin
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diastereoizomerlerinin kromatografik yontemlerle analizi i¢in giivenilir, hassas, hizli,
kolay ve stabilite gostergeli bir YPSK yontemi gelistirilmesi ve bu yontemin
validasyonu, en basta planlandigi iizere basariyla gerceklestirilmis, ayrica SFP’ nin

izomerlerinin farmasotik dozaj formu, idrar ve serumdan analizi de saglanmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucu SFP’ nin tayini i¢in gelistirilen herhangi
bir voltametrik analizin olmadigi goériilmiistir. SFP’ nin tayin edilmis oldugu
kromatografik ¢aligsmalara literatiir calismalar1 kisminda yer verilmis ve bu ¢alismada
gelistirilen YPSK yontemi, SFP’nin izomerlerinin ayrimimi saglayan ¢aligmalarla
kiyaslandiginda hem hizli, hem hassas bir yontem olmasiyla farkini ortaya koydugu
goriilmektedir (Park ve ark., 2004; Liu ve ark., 2016; Can, 2011 ve He ve ark., 2018).
Gelistirilen YPSK yontemi literatiirde bulunan (Park ve ark., 2004; Liu ve ark., 2016)
kromatografi caligmalariyla kiyaslandiginda daha kisa siirede SFP’ nin izomerlerini
analiz ettigi gorilmiistiir. Tamamen valide edilmis yiiksek duyarlilikta, hizli, kolay,
yiiksek dogruluk, kesinlik, secicilik gésteren bu yontem SFP’ nin tablet formundan ve
biyolojik numunelerden (idrar ve serum) analizinde basariyla uygulanmistir. Ayrica
bu tez kapsaminda gelistirilen stabilite gostergeli yontem, SFP’ yi yiiksek dogruluk ve
kesinlikte, bozunma iirlinlerinden, iiretim safsizliklarindan ve yardimec1 maddelerden

etkilenmeden tayin etmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

SFP’ nin izomerlerinin analizi i¢in gelistirilen YPSK yonteminde, IS olarak PAR
kullanilarak bir ACE 5 C8 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolonu ile 45 °C' de analiz
gergeklestirilmistir. Hareketli faz 5 mM amonyum asetat (pH 8.0'a ayarlanmistir):
asetonitrilden (90:10 h/h) olusmaktadir. Mobil faz, 1 mL dk!'lik sabit bir akis hiziyla
sistemden ge¢mektedir. Bu, SUT parametrelerine gore optimize edilen sartlarda
gerceklesen analizler icin enjeksiyon hacmi 15 pL’dir ve analitler 280 nm'de UV

dedektdr ile saptanmustir.

Secicilik, kalibrasyonun dogrusalligi, YS, TAS, dogruluk, giin i¢i ve giinler aras1
tekararlanabilirlik, geri kazanim ve hizlandirilmis bozunma c¢alismalar1 metod
validasyonunun bir pargasi olarak incelenmistir. Ayrica, kasith ufak degisiklikler

altinda SFP analiz edilerek yontemin saglamligi gosterilmistir.

cis-SFP, trans-SFP ve PAR i¢in tr sirasiyla 2,42 2,84 3,55 olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemde dogrusallik araligi saf etken madde ve serumda cis-SFP igin
0,009-90 ug mL"!, trans-SFP i¢in 0,001-10pg mL™! “dir. idrardan analiz calismasinda
cis-SFP i¢in 0.09-90 ug mL ™! trans-SFP igin 0.01-10 pg mL™!"dir. Insan serum ve idrar
orneklerinde cis ve trans-SFP’ yi belirlemek i¢in kullanilan YPSK yontemi, geri
kazanim ¢aligmalarinda %BSS degerlerinin %97,33-106,93 araliginda bulunmasiyla
yiiksek dogrulukla gergeklestigini kanitlamigtir.

DV ve DPV ile pH taramalar1 yapilarak analizler icin en uygun tampon
cozeltinin pH 3,0 BRT oldugu tespit edilmistir. Hiz taramasiyla elde edilen veriler
analizdeki reaksiyonun diflizyon kontrollii gerceklestigini gostermektedir. DV
caligmalarinda geri tarama yoOniinde herhangi bir pikin goézlenmemesi ve pik
potansiyelinin tarama hizinin artmasiyla daha pozitif degerlere kaymasi elektrot

tepkimesinin tersinmez oldugunu gostermektedir.
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DPV ile yapilan kalibrasyon calismasiyla 4x10°-8x10° M dogrusallik
arahiginda standart etken maddenin Slciimleri alinmis ve YS 4,16x107 ve TAS
1,26x107 olarak hesaplanmustir. Idrar numunesinden analiz calismalarinda ise YS

4,15x107 ve TAS 1,26x107 olarak bulunmustur.

Voltametrik analizde farmasotik dozaj formu ve idrarda yapilan tekrar
edilebilirlik, geri kazanim ¢alismalarinda uygun sonuglar elde edilmesi SFP iceren
ticari preparatlarda ve idrarda, DPV ile gelistirilen bu analiz yonteminin miktar

tayininde kullanilabilecegini gostermistir.

Varilan sonug¢ sudur ki gelistirilen voltametrik analiz yontemi ekonomik, hizli,
kolay, hassas, secici, kesin olmasi, analizler i¢cin yiiksek miktarda etken madde
kullannmin1 gerektirmemesi ve ekstraksiyon, siizme gibi on islemlere lizum
duyulmadan hizlica analiz yapilabilmesi gibi kazanghh 6zelliklerinden dolay1

literatiirde verilen yontemlere alternatif olarak kullanilabilir.

Elde edilen biitiin bu verilere gore gelistirilen yontemlerin, SFP’ nin farmasotik
dozaj formlarmdan ve idrar numunelerinden DPV yontemi ile, SFP’ nin izomerlerinin
ise YPSK kullanilarak tablet dozaj formundan, serum numunesi i¢inden ve idrar

numunelerinden analizinde kullanilabilecegi 6nerilmektedir.
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OZET

Sefprozilin Tayini icin Elektrokimyasal ve Stabilite Gostergeli Kromatografik
Yontemlerin Gelistirilmesi

Bu tezde SFP’ nin tayini i¢in elektrokimyasal ve SFP’ nin izomerlerinin tayini i¢in
stabilite gostergeli kromatografik analiz yontemleri gelistirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma
SFP’ nin voltametrik analizini agiklayan ilk calismadir. ilk olarak SFP’nin elektrokimyasal
davranis1 CV ve DPV kullanilarak BR, fosfat, asetat tamponlar1 ve 0,1 M ve 0,5 M siilfiirik
asitte 2,0 ila 10,0 pH araliginda ayri ayri incelenmistir. Deneyler, SFP' nin oksidasyon
reaksiyonunu incelemek icin pH 3 BRT’de genis bir tarama araliginda (10-500 mVs™)
gergeklestirilmistir. SFP, CKE ile tersinmez ve difiizyon kontrollii olarak yiikseltgenmistir.
DPV ile miktar tayini calismalari yapilmistir. Yontemin dogrulugu, kesinligi, duyarliligi, giin
ici ve giinler arasi tekrar edilebilirligi istatistiksel olarak arastirilmistir. SFP’ nin izomerlerinin
tayini i¢in IS olarak PAR’1n kullanildig1 bir YPSK yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.
Oncelikle ¢esitli sabit fazlar denenerek maddelerin aymimlar igin en iyi sabit faz
belirlenmistir. Diger taraftan farkli hareketli fazlar, farkli derisimlerde tampon ¢ozeltiler, pH,
sicaklik, akis hiz1 etkileri gibi deney sartlar1 da optimize edilmistir. ACE 5 C8 (150 mm x 4,6
mm x 5 ym) kolon ve asetonitril: tampon ¢dzelti (5 mM, amonyum asetat), 90: 10 (h/h)
hareketli faz kompozisyonu kullanilarak iyi bir kromatografik ayrima ulagilmistir. SFP’ nin
diastreomerlerinin ayrimn 45°C, 1 mL dk' akis hizinda ve 280 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir. Bu kosullarda cis-SFP, trans-SFP ve PAR’in tutulma zamani sirasiyla
2,42 2,84 3,55 dir. YPSK yontemi, ICH kilavuzlarina gore valide edilmis ve hizlandirilmig
bozunma ¢alismalar1 (oksidasyon, UV 15181, asit, baz ve sicaklik) sonucunda, gergeklestirilen
yontemin SFP i¢in yiiksek segicilige sahip oldugu belirlenmistir. Onerilen voltametrik ve
stabilite gostergeli kromatografik yontemler, farmasotik dozaj formlarinda basariyla
uygulanmistir. Bdylece analiz sonuglarnin yardimci maddelerden etkilenmedigi ve ilag
numunelerine uygulanabilirligi gosterilmistir. Her iki yontemin validasyonu yapilmis ve
sentetik biyolojik numunelerden analiz icin uygulanabilirligi gosterilmistir. Gelistirilen
yontemler hizli, secici, hassas, giivenilir ve ¢evre dostu yontemlerdir.

Anahtar Sézciikler: Elektroanalitik Yontemler, ilag Analizi, Sefprozil, Voltametri, Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi.
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SUMMARY

Development of Electrochemical and Stability-Indicating Chromatographic Methods for
Determination of Cefprozil

In this thesis, it is aimed to develop an electrochemical method for the determination of
CFP and a stability indicating chromatographic analysis method for the determination of
CFP’s isomers. This study is the first voltammetric study describing determination of CFP.
Firstly, the electrochemical behavior of CFP was examined separately over a pH range from
2,0 to 10,0 in BR , phosphate , acetate buffers and 0,1 M and 0,5 M sulfuric acid using cyclic
voltammetry and differential pulse voltammetry. Experiments were performed in a wide
scanning range (10-500 mVs™) in pH 3 BR buffer, to examine the oxidation reaction of CFP.
CFP was oxidized irreversibly and by diffusion-controlled at glassy carbon electrode.
Quantification studies with differential pulse voltammetry. were carried out. The accuracy,
precision, sensitivity, repeatability and reproducibility of the method was investigated
statistically. A high performance liquid chromatography (HPLC) method, using paracetamol
as the internal standard, was developed and validated for the determination of CFP’ s
diastereoisomers. Firstly, the best stationary phase for the separation of substances has been
determined by testing various stationary phases. On the other hand, experimental conditions
such as different moving phases, buffer solutions at different concentrations, pH, temperature,
flow rate effects are also optimized. A good chromatographic separation was achieved using
ACE 5 C8 (150 mm x 4,6 mm x 5 ym) column and acetonitrile: buffer solution (5 mM,
ammonium acetate), 90:10 (v / v) mobile phase composition. The separation of CFP
diastereomers was carried out at a flow rate of | mL min™, 45°C, and a detection wavelength
of 280 nm. Under these conditions, the retention time of cis-CFP, trans-CFP and PAR is 2,42
2,84 3,55, respectively. The HPLC method was validated according to the International
Conference on Harmonization (ICH) guidelines and as a result of difficult degradation studies
(oxidation, UV light, acid, base and temperature), the method was determined to have high
selectivity for CFP. The proposed voltammetric and stability-indicating chromatographic
methods have been successfully applied in pharmaceutical dosage forms. Thus, it has been
shown that the analysis results are not affected by the excipients and its applicability to drug
samples. Both methods was validated and their applicability for analysis from synthetic
biological samples will be demonstrated. The developed methods are fast, selective, sensitive,
reliable and environmentally friendly methods.

Keywords: Cefprozil, Drug Analysis, Electroanalytical Methods, Voltammetry, High-
Performance Liquid Chromatography
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