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OZET

Alp, A. R. (2015). Sefdinir ve Klavulanik Asidin Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi Ile Tabletlerde Yanyana Analizi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu tez calismasinda, sefdinir ve klavulanik asidin tabletlerde yan yana tayini
icin yiiksek performansli sivi kromatografisine dayanan bir yontem gelistirilmistir. Bu
yontemde C18 kolonda; 20 mM fosfat tamponu (pH: 3) - metanol (65:35, h/h) hareketli
faz1 ile 1,0 mL/dk akis hizinda maddelerin ayrilmasi gergeklestirilmis ve dedeksiyon
dalga boyu 210 nm’ye ayarlanmistir. Maddelerin dogrusallik araliklart sefdinir igin
18.0-84.0 pg/mL ve klavulanik asit i¢in 7.5-35.0 pg/mL, g6zlenebilme simirlart sefdinir
icin 0.63 pg/mL, klavulanik asit i¢in 0,44 pg/mL ve tayin sinirlari ise Sefdinir i¢in 1.91
pg/mL ve klavulanik asit i¢in 1.33 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem ilag
maddesinin tabletlerdeki analizine basariyla uygulanmis ve sonuglar Student-t ve
Fisher-F testleri uygulanarak istatistiksel olarak farmakope yontemleri ile elde
edilenlerle karsilastirilmigtir. Sonug olarak iki yontem arasinda ortalamalar ve standart
sapmalar yoniinden %95 olasilik diizeyinde anlamli bir fark bulunmadigi tespit
edilmistir. Gelistirilen bu yontem kolay, segici ve tekrarlanabilir olup sefdinir ve

klavulanik asidin yan yana tablet analizlerinde giivenle kullanilabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Sefdinir, Klavulanik Asit, HPLC, Yanyana Tayin, ila¢ Analizi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmigtir. Proje No: 39309



Xii

ABSTRACT

Alp, A. R. (2015). Simultaneous Determination of Cefdinir and Clavulanic Acid in
Tablets by using High-Performance Liquid Chromatographic Methods, Istanbul
University, Institute of Health Sciences, Department of Analytical Chemistry. Master

Thesis. Istanbul.

In this study, a new simple and selective assay methods have been presented for
the simultaneous analysis of cefdinir and clavulanic acid in tablets. The method was
based on high performance liquid chromatography by using a mobile phase methanol-
10,0 mM phosphate buffer solution, pH 3 (65:35, v/v) and C18 column. The mobile
phase flow rate was 1,0 mL/min and the substances were detected at 210 nm. The
linearity ranges were found as 18,0-84,0 ug/mL and 7,5-35,0 pg/mL for cefdinir and
clavulanic acid, respectively. The limits of detection and quantification were found to
be 0,63 and 1,91 pug/mL for cefdinir and 0,44 and 1,33 pug/mL for clavulanic acid,
respectively. The proposed methods were successfully applied to the determination of
commercially available tablets and the obtained results were compared statistically with
pharmakope methods of Student-t and Fischer-F tests. It was found that there is no
significant difference between two methods in terms of the mean values and standart
deviations at %95 confidence levels. The developed methods are simple, selective and
reproducible and can be used safely routine simultaneous analysis of cefdinir and

clavulanic acid in tablets.

Key Words: Cefdinir, Clavulanic Acid, HPLC, Simultaneous Determination, Drug
Analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 39309



1. GIRIS VE AMAC

Sefdinir oral yoldan kullanilan genis spektrumlu, yar1 sentetik, bir tiglincii kusak
sefalosporindir. Oksasiline duyarli Staphylcoccus aurcus ve koagiilaz-negatif
stafilokoklar, Streptococcus pneumoniae, S. pyogens, Escherichia coli ve Moraxella
catarrhalis'e karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Sefdinir, Hemophilus influenzae,
Klebsiella pneumonia, K. oxytoca, Proteus mirabilis ve P. Vulgaris'e kars1 da oldukga
etkilidir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar ile eriskin ve ¢ocuklarda kronik bronsit,
otitis media, farenjit, pndmoni, siniizit ve tonsillit dahil ¢esitli {ist solunum yolu
enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Klavulanik asit ise Streptomyces
clavuligaris'ten elde edilen klavam tiirevi beta-laktamaz inhibitérii bir antibiyotiktir.
Klavulanik asit, genellikle tek basina belirgin bir antibakteriyel etki gostermez.
Bakterilerde beta-laktamaz enzimlerinin yapimi penisilinlere karsi  rezistans
kazanilmasinda en 6nemli ve genel faktorii olusturdugu igin, klavulanik asit bugiine
kadar penisilinlerin etki gii¢lerinin artirilmasi ve etki spektrumlarinin genisletilmesi
amaciyla kullanilmistir. Ancak yeni bir kombinasyon ile benzer etki i¢in sefdinir ile
birlikte kullanimina baslanmistir. Sefdinir - klavulanik asit kombinasyonunda
klavulanik asidin varligi sefdiniri beta - laktamaz enzimlerince par¢alanmaktan korur ve
sefdinirin etki spektrumunu normalde direngli pek ¢ok bakteriyi de igine alacak sekilde
genisletir (Kayaalp 2000, Mine ve arkadaslar1 1988, Sultan 1994)

Sefdinir ve klavulanik asidin farmasdtik preparatlardaki analizleri incelendiginde bu
iki ilag maddesinin yan yana analizi igin yapilmis calismalarina rastlanmamistir. Bu
Ozgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda sefdinir ve klavulanik asit birlikte yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak tabletlerde analizi igin
yeni bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin validasyonu yapilmis ve ilag

maddelerinin tabletlerdeki analizlerine uygulanabilirliligi test edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sefdinir

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil 2-1: Sefdinirin acik kimyasal formiilii

Sefdinirin ~ kimyasal  formiili,  [6R-[60,7B(Z)]]-7-[[(2—amino—4-tiazolil)
(hidroksimino)asetil]Jamino]-3-etenil-8-okso-5-tiya-1-azabisiklo[4.2.0]okt-2-en-2-
karboksilik asit, kapali formiilii ise C14H13NsOsS2’ dir. Beyaz kahverengimsi sar1 bir
kat1 olan sefdinirin molekiil agirlig1, 395.42 g/mol’diir. Seyreltik hidroklorik asit i¢inde
az, 0.1 M pH: 7.0 fosfat tamponu i¢inde ise yavas yavas ¢oziiliir (Dailymed).
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Sekil 2-2: Sefdinirin 20,0 ug/mL konsantrasyonda fosfat tamponunda (pH:3) 200-350 nm

araliginda alinmis UV spektrumu


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/eb/Cefdinir.svg/625px-Cefdinir.svg.png

2.1.2. Farmakolojisi

Sefdinir oral genis spektrumlu, yari sentetik, lgiincii kusak bir sefalosporindir.
Penisilinler gibi bir beta-laktam antibiyotiktir ve asil etkinligi bakterisit etki gostermesidir.
Penisilinler ve bazi sefalosporinlere direngli mikroorganizmalar sefdinire duyarlidir.
Sefdinir’in S aureus’a ait penisilin baglayan protein (PBP) 3, 2, 1 ve E. Faecalis’a ait
penisilin baglayan protein (PBP) 2 ve 3 iizerine diger sefalosporinlerden daha fazla etkinligi
bulunmaktadir. Sefdinir ¢oziiniilebilir mediyatorlerle nétrofil stimulasyonu sirasinda,
notrofillerden ekstraselliiler ortama miyeloperoksidaz salinimini inhibe etmektedir. Sefdinir
aerobik gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara etkindir.

Maksimum plazma sefdinir konsantrasyonlari, ilacin alinmasini takiben 2 ila 4
saatte meydana gelmektedir. Plazma sefdinir konsantrasyonlari dozla beraber artar.
Sefdinirin tahmini biyoyararlanimi, 300 mg alimindan sonra %21, 600 mg alimindan sonra
%16°d1r. Sefdinir’in farmakokinetikleri, insanlarda 200-400 mg arasi oral dozlarda lineer ve
dozdan bagimsiz olarak karakterizedir. Normal erigkinlerde giinde bir ya da iki kere
verilmesiyle ila¢ birikimi meydana gelmemektedir. Coklu doz verilmesinin ardindan
farmakokinetik parametreler tekli doz verilmesinden sonraki sekline benzemektedir.

Eriskinlerde yapilan ¢alismalara gore, <30pg/mL’ye kadar kreatinin klerensi olan
kisilerde doz degisimi gerekmemektedir. Sefdinir, ¢ocuklarda oral yolla alimi takiben
yaklagik 2 saat gibi hizli bir sekilde pik plazma konsatrasyonlarina ulasir. Hafif yagh
yemeklerle birlikte alindiginda sefdinirin Cmaks’t ve AUC’si sirasiyla %16 ve %10
oraninda azalmaktadir. Bu diisiisler, klinik olarak anlamli degildir; dolayisiyla sefdinir
yemeklerle birlikte alinabilir.

Sefdinir’in eriskinlerdeki ortalama dagilim hacmi (Vd) 0.35L/kg (+0.29)’dir.
Pediatrik popiilasyonda (6 ay-12 yas) sefdinir’in dagilim hacmi 0.67L/kg (£0.38)’dir.
Sefdinir, eriskinlerde ve c¢ocuklarda %60 ila %70 oraninda plazma proteinlerine
baglanmaktadir. Baglanma, konsantrasyondan bagimsiz olarak ger¢eklesmektedir.

Sefdinir, etkin bir sekilde metabolize edilmez. Aktivite primer olarak ana ilactan
kaynaklanir. Sefdinir, ortalama 1.7 (+0.6 sa)’lik t1/2 ile primer olarak renal yolla
degismeden atilir. Normal renal fonksiyonlu saglikli kisilerde, renal klerens 2.0 (£1.0)
mL/dk/kg’dir. 300 ve 600 mg’lik doz alimimi takiben idrar ile degismeden atilan miktar
sirastyla %18,4 (+£6,4) ve 11.6 (£4,6)’ dir.



2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC ile analizleri

Sefdinirin saf ve farmasétik formlarini igin basit, hizli ve dogru bir rutin HPLC
yontemiyle kantitasyonu yapilmistir. Ters faz C18 kolonda 40 °C’ de MeOH ve 25 mM
KH2PO4 pH: 3.0 (10:90, h/h) mobil fazi 5 mL/dk akis hiziyla DAD (Diyod Sirali
Dedektor)iinde 214 nm dalga boyunda calisilmigtir. Yontem sistem uygunlugu,
dogrusallik, kesinlik, gozlenebilme ve kantitsyon smirlar, Ozgiilliik, istikrar ve
dayaniklilik i¢in valide edilmistir ( Hashem ve arkadaslar1 2012).

Sefdinirin kantitatif tayini i¢in kararlilik gosteren bu HPLC ydnteminde, C18
kolonu ile mobil faz olarak 0.02 M amonyum format tamponu pH:4.5 ve metanol
karisimi kullanilmistir. Gelistirilen bu yontem LCMS uyumlu olup bozunma firiinlerini
tespit etmek i¢in kullanilabilir. Yontem ayrica dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
saglamlik agisindan dogrulanmistir (Mashelkar ve Renapurkar 2010).

Sefdinirin insan idrar1 ve farmasotik Orneklerinde basit ve giivenilir bir sivi
kromatografik yontemi gelistirilmistir. Kromatografik ayrim C18 kolonu ile 10 mM
potasyum dihidrojen fosfat pH: 4.5 — asetonitril (90:10, h/h) mobil faziyla; kantitasyon
ise 285 nm UV dedeksiyonda, 0.7-39 pg/mL konsantrasyon araliginda pik alanina bagh
lineer kalibrasyon egrisiyle yapilmistir (Hadad ve arkadaslar1 2009).

Insan plazmasinda sefdinirin tayini igin hassas ve segici LC-MS/MS ydntemi
gelistirilmistir. RP18 Waters Symmetry Shield kolonu ile methanol — su — formik asit
(25:75:0.075, h/h/h) mobil fazi kullanilan bu yontemde, 5-2000 ng/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugu ve LOQ degerinin 5 ng/ml oldugu belirlenmistir. 36, 360 ve
1800 ng/mL konsantrasyonlarinda geri kazanim % 99.6 - % 106.7 araliginda
saptanmigtir. (Chen ve arkadaslar1 2006).

Cesitli kromatografi kosullar1 ve diger deney parametrelerinin optimizasyonu
sonrast sefdinir ve sefiksimin insan plazmasinda tayini i¢in izokritik ters faz HPLC-UV
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Perkin EImer C18 (30 mmx4.6 mm, 10 um)
kolonu tarafindan korunan Supelco Discovery HS C18 (150 mmx4.6 mm, 5 pm)
analitik kolonu ile numunelerin ayrimi yapilmistir. Metanol/asetonitril (50:50, h/h)- %
0.05 trifloroasetik asit (19:81, h/h) mobil faz1 ve 2.0 mL/dk akis hiz1 ile yapilan deneyde



firin sicakligi 50 °C, dalga boyu ise 285 nm’ye ayarlanmistir. Her iki madde i¢in LOQ 4
ng/mL, LOD ise 1 ng/mL olarak bulunmustur (Khan ve arkadaslar1 2011).

Sefdinirin sigan plazmasi ve {iresinde tayini i¢in seg¢ici ve hassas LC-MS/MS
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik ayrim Synergi 4m polar-RP
80A kolonu (150 x 2.0 mm, 4 mm), %0.1°lik formik asit — metanol (65:35, h/h) mobil
faz1 ve 0.2 mL/dk akis hiz1 ile yapilmistir. Kalibrasyon egrisi plazma ve iire i¢in 10—
10,000 ng/mL konsantrasyon araligi iizerinde dogrusaldir ve LOQ 10 ng/mL olarak
bulunmustur (Jin ve arkadaslar1 2013).

Sefdinirin Waters RP Spherisorb C18 column (250 mm X 4.6 mm, 5 um)
tizerinde tayini i¢in (RP-HPLC) metodu gelistirilerek metodun kararlilik validasyonu
yapildi. Mobil faz olarak su igeren (pH 3’e ayarlanmis ortofosforik asit): aseonitril:
metanol 13:5:2 (h/n/h) kullanildi. Akis hiz1 1 mL/dk. Ayirma oda sicakliginda
gercgeklestirildi. Dedeksiyon PDA detektoriiyle 296nm de gerceklestirildi. Gelistirilen
metot istatistiksel olarak dogrusallik, kesinlik, sipesifiklik, LOD, LOQ i¢in valide
edildi. Metodun o6zgiilligli asit ve alkali degredasyon, oksidasyon, fotoliz ve 1s1
degredasyonu gibi zorlama degredasyon c¢alismalariyla belirlendi. Bozunma tiriinleri
analitten, anlamli bir sekilde farkli tutunma zamanlartyla iyi bir sekilde ayrildi. Beer
yasasina 0.05-15.00 pg/mL konsantrasyon araligi iizerinde uyuldu ve korrealasyon
katsayis1 0.999 olarak bulundu (Hamrapurkar ve arkadaslar1 2011).

Sefdirin kapsiil ve siispansiyon gibi farkli dozaj formlarinda tayini i¢in basit,
hizli, spesifik, kararlilik gosteren keskin ters faz HPLC metodu gelistirildi. Metot
gelistirildi ve plesabo preparatlari, formulasyonlar ve ilag maddesi numunelerinin
bozunma iriinleri analizlenerek ICH (International Conference on Harmonization) a
gore optimize edildi. Onerilen metot, koruyucular gibi farmasétik iceriklerle birlikte
stres kosullar1 altinda olusan bozunma {iriinlerinden ilag¢ basarl bir sekilde ayrilabilir.
Gelistirilen metot sefdinirin kapsiiller ve insta-siispansiyonlarda tayininde basarili
sekilde kullanildi. Metot 6-14 pg/mL araliginda dogrusaldir. Ortalama geri kazanimlar
insta siispansiyonlar ve kapsiiller i¢in sirasiyla %99.3 ve %99.6 olarak hesaplandi.
Metot 6zgiilliik, keskinlik ve dayaniklilik gosterdi (Mehta ve arkadaglar1 2005).

Sefdinirin farmasotik dozaj formlarinda miktar tayini i¢in basit, spesifik, dogru,
hizli, pahali olmayan izokratik RP-HPLC metodu gelistirildi ve valide edildi. RP-HPLC
metod Welchrom C18 kolonuyla (4.6 X 250 mm, Sum), Shimadzu LC20AT Prominence
Lig. Chromatograph ile gellistirildi. Mobil faz 10 mM fosfat tamponu (trietilaminle pH



3 e ayarl) : acetonitrile (50:50 h/h) karisimindan olustu. Akis hizi 1.0 mL/dk
dedeksiyon dalga boyu 235 nm. Sefdinirin alikonma zamani 2.523 dk olarak bulundu.
Sefdinir i¢in dogrusallik 0.999 korrealasyon katsayisiyla 2-10 pg/mL araliginda
bulundu. Gelistirilen metodun validasyonu o6zgiilliikk, dogrusallik, keskinlik,
dayaniklilik, LOD, LOQ i¢in gerceklestirildi. Gelistirilen metod sefdinirin farmasotik
kapsiil dozaj formlarinda rutin kalite kontrol analizleri i¢in kullanilabilir (Ravisankar ve
arkadaslar1 2013).

Sefdinirin kapsiillerdeki tayini igin RP-HPLC kullanarak basit, etkili ve
tekraralanabiir metod gelistirildi. Eliisyon 0.01 N KH2POj4 (pH: 6.9) ve MeOH (80:20 %
h/h) iceren mobil faz kullanarak Water's Spherisorb ODS 4.6x150 mm analitik
kolonuyla 285 nm’de 1.0 mL/dk akis hiziyla yapildi. Miktar tayini i¢in dis standart
kalibrasyon metodu kullanildi. Eliisyon zamani 2 dakika, dogrusallik 5-10 pg/mL
araligindadir (Gandhimathi ve arkadaslar1 2004).

Sefdirin farmasétik dozaj formlarina ilaveten toz ilagta da sefdinir analizi i¢in
basit, keskin, hizli, RP-HPLC metodu gelistirildi. Miktar tayini 5 um parcacik ¢aplh
Partisil C18 oktadesil silan kolonuyla 150 x 4.6 mm, i.d. izokratik modda 60:40 (h/h)
oraninda asetonitril-su igeren mobil faz ile gergeklestirildi. Akis hizi 1.0 mL/dk
dedeksiyon dalga boyu 240 nm. Sefdinirin alikonma zamani 1,9 dk. Metod 0.5-50
pg/mL araliginda dogrusal cevap verdi ve geri kazanim yiizdesi 98.6-100.15
araligindadir. Onerilen metotun sefdinirin farmasétik dozaj formlarinda analizi icin
tekrarlanabilir ve uygun oldugu bulundu (Sankar ve arkadaslar1 2004).

Sefdinir ve bozunma iirlinlerinin tayini icin HPLC metodu onerildi. Metot oda
sicakliginda YMC-Pack ODS-A kolonu kullanarak 10mM sodyum dihidrofen fosfat:
asetonitril: metanol (80:10:10, 0.5 % trietilamin ile, O-fosforik asit kullanarak pH 4,5
ayarli) mobil faziyla sefdinirin asidik bozunma {riinlerinden HPLC ile ayrilmasina
dayandirildi. Miktar tayini pik alanlarina bagli olarak 285 nm UV dedeksiyonuyla
gerceklestirildi. Ilag asit hidrolizine maruz birakildi. Ana bilesik ve bozunma
tirlinlerinin tamamen ayrilmasi yaklasik 10 dk da gerceklesti. Sefdinir eliisyonu 6.5 dk
da gergeklesti. Metot 2-25 pg /mL (r = 0.9998) konsantrasyon araliginda dogrusaldir ve
sirastyla LOD ve LOQ 0.0598 ve 0.1813 pg /mL (Kessiba ve arkadaslar1 2012).

Farmasotik dozaj formlarda sefditoren pivoksil ve sefdirin tayini i¢in iki tane
basit ve keskin RP-HPLC metodu gelistirildi. Bu metotlar izokratik modda sefditoren

pivoksil i¢in Kromosil C18 (250 x 4.6 mm, 5pum) kolonu kullanilarak metanol ve 0.025



M potasyum dihidrojen fosfat tamponundan olusan (75:25 h/h) mobil faz ile 1.0 mL/dk
akis hizinda dedeksiyon 231 nm ‘de ve sefdinir i¢in asetonitril ve 0.01 M potasyum
dihidrojen fosfat tamponundan olusan (70:30 h/h) mobil faz ile 1.0 mL/dk akis hizinda
dedeksiyon 285 nm ‘de gerceklestirildi. Alikonma zamani sefditoren pivoksil igin 2.75
dk sefdinir i¢in 2.97 dk olarak bulundu. Dogrusallik sefditoren pivoksil i¢in 40-120
pg/ml sefdinir i¢in 20-100 pg/ml konsantrasyon araliginda bulundu. Metotlar dogru ve
keskindir, Metotlarin bu ilaglarin farmasotik dozaj formlarinda kantitatif analizi i¢in
uygun oldugu bulunmustur (Narala ve Saraswathi 2011).

Formulasyonlarindaki analizinin yani sira anti diabetik ilag olan sefdirin
tabletteki kantitatif tayini igin kesin ve hizli RP-HPLC metodu gelistirildi. Bu metotta
C15, 25 cm, 5 cm 4.6 mm ID kolonuyla izokratik modda 55:45 oraninda 0.01N fosfat
tamponu (pH: 7.2) ve metanol igeren mobil faz kullanildi. Dedeksiyon dalga boyu 285
nm akis hiz1 1.0 mL/dk. Dogrusalligr 100-500 mg/mL araliginda olan sefdinir regresyon
katsayisin1 1 olarak gostermistir. Gelistirilen metot hassaslik, dogrulik ve kesinlik
belirlenerek valide edildi. Metodun &zgiilligiinii belirlemek igin sefdinir cesitli stres
kosullarina maruz birakildi. Secilen mobil fazin kullanildig1 metot basit, hizli, dogru,
kesindir ve bunun sonucu olarak Pioglitazonun rutin kalite kontrol analizlerine ve toz
ilagc ve formulasyonlarinin bilinen safsizliklarinin ayrilmast i¢in uygulanabilir
(Kumudhavalli ve arkadaslar1 2011).

Av kopegi plazmasindaki sefdinirin tayini i¢in SPE ile eslesmis UV
dedeksiyonlu HPLC metodu gelistirildi. Analitler Lichrospher C18, 4.6 mmx37 mm, 25
um olan kolona tutunduruldu ve biyolojik matriks 2.0 mL/dk akis hizinda pH 3’e
ayarlanmis 20 mM KH2POg ¢ozeltisi ile yikandi. Degistirme valfinin dondiiriilmesiyle
hedef analitler guard kolondan analitik kolona geri yikama modunda 1.5 mL/dk akis
hizinda metanol-asetonitril- KH2PO4 (pH 3 e ayarli) 11.25:6.75:82, h/h/h) mobil faz ile
eliie edildi ve sonra (UltimateTM XB-C18, 4.6 mmx50 mm,5 um) analitik kolonunda
ayrildi. Analitin SPE ve HPLC ile ayrilmasi 4 dakikada tamamlandi. UV dedeksiyonu
286 nm’ de gergeklesti. Kalibrasyon egrisi 0.05-50 pg/mL konsantrasyon araligi
iizerinde kusursuz dogrusallik (R? = 0.9995) gosterdi. Optimize edilen metot 6zgiilliik,
dogrusallik, LOD, LOQ, kesinlik ve dogruluk bakimindan iyi performans sergiledi. Bu
metot klinik Oncesi farmakokinetik calismalar1 desteklemek i¢in av kopegi
plazmasindaki sefdinir analizine basarili bir sekilde uygulanabilir (Ji ve arkadaslar

2012).



2.1.3.2. Spektrofotometrik ve Spektrofluorimetrik Yontemler ile Analizleri

Tionin ile Cefdinir tayini i¢in basit bir spektrofotometrik yontem sunulmustur.
Yontem asidik ortamda akabinde salinan iyot i¢in iyodat ile reaksiyona giren sodyum
hidroksit ile azitromisinin Blactam halkasinin hidrolizi tayinine dayanir. Serbest iyot
mor renkli tionin tiirlerini 610 nm' de maksimum absorpsiyonunda agartir. Absorpsiyon
4 - 4.3 pH araligi i¢inde Olglilmiistlir. Azitromisin i¢in 0.6 - 6.3 ng/ ml araliginda Beer
yasasina uymaktadir. Sefdinirin tayinininde analiz parametreleri optimize edilmis ve
yontem basariyla uygulanmistir (Virupaxappa ve arkadaslari 2010).

Sefdinirin Farmasétik formiilasyonlar: ve dokme ilag hallerinde tayini igin iki
yeni, basit, duyarli, hassas ve hassas spektrofotometrik yontem gelistirilmistir ve valide
edilmistir. ilk yontem, 490 nm' de 6lciilen sefdinirin 1, 2 Naftakinon 4 siilfonik asit
sodium (NQS) ile bir alkali ortam ig¢inde (pH: 11) turuncu renkli bir riiniin
olusturmasima dayanir. ikinci yontem, 100 °C 'de 0.5 M NaOH ve ard1 sira 390 nm’ de
Olglilen bir sar1 renkli kromojen olusturulmasi ig¢in 4kloro7nitrobenzo2oksal,3diazol
(NBD-CI) ile siilfit iyonlar1 olusturulan reaksiyon kullanilarak sefdinirin hidrolizine
baglidir. Optimum kosullar altinda, iyi lineer iligkiler dogrultusunda iyi korelasyon
katsayilar1 (0.9990-0.9999) NQS ve NBD-CI i¢in sirasiyla 10-80 ve 5,030 pg/ml
araliginda bulundu. LOD ve LOQ degerleri NQS ve NBD-Cl igin sirastyla 1.097 - 0.280
ve 3.656 - 0.934 pg/ml araliklarindadir. Onerilen ydntem, basit, hizli, hassas ve uygun
olup basarili bir sekilde sefdinirin farmasétik formiilasyonlardaki analizine
uygulanmistir ve geri kazanim yiizdeleri %99.25” den 100.20 arasinda degismektedir.
(Gouda ve arkadaslar1 2012).

Sefdinir icin formiilasyonlarda basit, hizli, secici ve ekstraktif olmayan
spektrofotometrik yontem oOnerilmistir. Bu yontem sefdinirin komplek olusturma ve Fe
indirgeyici kosullar altinda tamponlanmig bir ortam iginde (pH: 11) magenta renkli
verici alici kompleksi (Amax = 550 nm; goriiniir molar absorbtivite = 3720 L mol™* cm
1) olusturmasina dayanmaktadir. Beer yasasi 8-160 mg/mL konsantrasyon araliginda
takip edilmektedir (Singh ve arkadaslar1 2010).

Bu calismada, farmasotik preparatlarda sefdinir ve sefiksimin birinci tiirev
spektrofotometrik yontemi ile tayini gelistirilmistir. Sefdinir ve sefiksim 0.1 M
NaoHPOs4 (pH 8.0) i¢inde ¢oziildii ve dA / dA degerleri ilk tiirev spektrumlarinda
sefdinir i¢in 306.8 nm' de ve sefiksim i¢in 307,0 nm' de 6l¢iildii. Sefdinir ve sefiksim

sirastyla 2-30 ug/mL (r=0.9993) ve 2.5-35 pg/mL (r=0.9997) aralig1 igerisinde Beer



Kanununa uymaktadir. Sefdinir ve sefiksim i¢in sirasiyla LOD degerleri 0.28 pg/mL
and 0.45 pg/mL, LOQ degerleri ise 0.98 pg/mL and 1.50 ug/mL olarak bulunmustur.
Sonuglar 6nceden gelistirilmis HPLC metodu ile karsilastirilmistir (Bas ve arkadaslart
2013).

Bu calismanin hedefi sefdinir tayininde spektrofotometrik yontem gelistirmek
icin deneysel degiskenlerin optimizasyonu ve taramasinda deneysel tasarim
kullanmaktir. Onerilen yontem sefdinir ile 3-metilbenzotiyoazolinon-2-hidrazonun
(MBTH) 660 nm A max’ta 6l¢iilen yesil renkli kromojen olusturan asidik ortamda FeCls
mevcudiyetinde oksidatif birlestirme reaksiyonu dayanmaktadir. Optimum degerler 5
mg/ml FeCls, %0.06 HCI, 4 mg/ml MBTH, 10 dakika reaksiyon siiresi ve ¢oziicli
seyreltici olarak metanoldur. Beer yasasina 0.5-6.0 pg/ml araliginda uyulmustur.
Onerilen yontem, yaygin olarak karsilasilan katki maddeleri, ticari dozaj formlarinda
sefdinirin tayini i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir (Taleb ve arkadaglar1 2014).

Mevcut calisma sefdinirin toz ve farmasotik maddeler icinde, hidrolitik
bozunma {iriinleri etkisindeki alkali ve asit varliginda kantitatif analizi i¢in dort farkl
stabilite gdsteren yontemlerin gelistirilmesini ve validasyonunu agiklar. ilk ydntem,
tiirev spektrofotometresi dayanmaktadir. ilk tiirev spektrofotometrisi uygulamasi
sefdinirin alkali degradasyon {iriiniiniin varliginda 313,4 nm' de ve ayn1 zamanda ikinci
tirev spektrofotometrisi ise asit degradasyon firiintiniin varliginda 298,2 nm’ de
yapilmistir. Ikinci yontem sefdinirin ilk tiirev oran spektrofotometresinin asit
degradasyon {irlinliniin mevcudiyetinde 312 nm’ de ve alkali degradasyon fiiriiniiniin
mevcudiyetinde 310.2 nm’ de belirlenmesine dayanmaktadir. Uglincii ydntem ilacin
laboratuarda hazirlanan asit ve alkali bozunma iirlinleri karisimlarinin ortalama
merkezleme oran spektrofotometresi ile sirasiyla 288,4 ve 284,8 nm' de belirlenmesine
dayanmaktadir. Dordiincti yontem ise HPTLC-dansitometri ile dietileter-metanol-su-
buzlu asetik asit (6: 3: 1: 0.05, h/h) sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Onerilen,
kararlilik gosteren bu metodlar basitlik, hiz ve dogrulugu nedeniyle kalite kontrol

analizi i¢in etkili yontemlerdir (Omar ve arkadaslar1 2014).
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2.2. Klavulanik Asit

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

N—N

Sekil 2-3: Klavulanik asidin agik kimyasal formiilii

Klavulanik asidin kimyasal adi1 (2R,3Z,5R)-3-(2-hidroksietilendien)-7-okso-4-
oksa-1-azabisiklo[3.2.0]heptan-2-karboksilik asit olup kapali formiili CgHgNOs’dir.
Molekiil agirligi, 199.1608 g/mol’diir (Drugbank).
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Sekil 2-4: Klavulanik asidin 33,3 pg/mL konsantrasyonda metanolde 200-350 nm

araliginda alinmis UV spektrumu


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/b/b4/Clavulanic_acid_structure.svg/731px-Clavulanic_acid_structure.svg.png
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2.2.2. Farmakolojisi
Klavulanik asit, sefolosporin ve penisilinlere direncli mikroorganizmalarda siklikla
karsilasilan genis spektrumdaki beta-laktamaz enzimlerini inaktive etmektedir. Klavulanik
asit Ozellikle diren¢ gelisiminde etkili olan plazmid aracili beta-laktamazlara kars1 iyi bir
aktiviteye sahiptir. Genel olarak kromozomal aracili tip 1 beta-laktamazlara kars: etkinligi
ise daha distiktiir. Klavulanik asidin formiilasyonundaki varligi, sefdiniri beta-laktamaz
enzimlerince parcalanmaktan korur ve sefdinirin etki spektrumunu normalde direngli olan

cok sayida bakteriyide i¢ine alacak sekilde genisletir.

Klavulanik asit oral uygulama sonrasinda hizla ve iyi absorbe olur. Proteinlere
baglanma orani ise %?22-30" dur. Klavulanik asit akcigerler, idrar, pléral ve peritoniyal
stvilar iginde dagilirlar.

Klavulanik asit kapsamli bir sekilde metabolize edilir, ancak mekanizmasi tam
olarak aydinlatilmamistir. Klavulanik asid insanda 2,5-dihidro-4-(2-hidroksietil)-5-okso-
1H-pirol-3-karboksilik asid ve 1-amino-4-hidroksi-biitan-2-on’a metabolize olur. Ardindan
glomerular filtrasyona ugrayarak idrarla atilir. Renal fonksiyonu bozuk olan hastalarda
ilacin plazma yar1 6mriide o diizeyde uzar. Bu gibi hastalarda dozun hastanin durumuna

gore ayarlanmasi gerekir.

2.2.3. Analiz Yontemleri
2.2.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Insan plazmasinda amoksisilin ve klavulanik asidin yan yana tayini i¢in 220nm
UV dedeksiyonunda sade ve hassas bir HPLC metodu gelistirilmistir. Iyi kromatagrofik
ayrim asetonitril-fosfat ¢ozeltisi-tetrametil amonyum kloriir mobil fazi ve ters faz C8
kolonu ile yapilmistir. Tayin katsayilar1 >0.998 olarak amoksisilin igin kalibrasyon
egrileri 0.625-20 mg/L, klavulanik asit i¢in 0.3125-10 mg/L konsantrasyon araligi
tizerinde lineer oldugu bulunmustur. Amoksisilin ve klavulanik asit i¢in sirastyla 0.625
ve 0.3125 mg/L miktar tayini olan Bu metod tekrarlanabilir ve kesinligi yiiksektir. Insan
plazmasindan analitik geri kazanim iki madde igin % 91 — 102 araligindadir (Hoizey ve
arkadaslar1 2002).

Insan plazmasinda amoksisilin ve klavulanik asidin yan yana tayini igin
gelistirilen hizli, sade ve hassas bir HPLC yonteminde en diisiik tayin sinir1 sirastyla 15
ve 30 ng/mL olarak elde edilmistir. Kromatografik ayrim Chromolith Performance (RP-
18e, 100 mmx4.6 mm) kolonda 0.02 M disodyum hidrojen fosfat tamponu pH: 3.0 -
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metanol (96: 4, h/h) izokritik mobil fazi ile 228 nm dalga boyunda yapilmistir. Giin igi
ve giinler arasi degiskenlik katsayisi ise %9’ dan az olarak bulunmustur (Foroutan ve
arkadaslar1 2007).

Terbiitalinin i¢ standart olarak kullanildigi insan plazmasinda amoksisilin ve
klavulanik asidin yan yana tayini i¢in hizli, sade ve hassas bir HPLC — MS yontemi
gelistirilmistir. Kromatografik ayrim C8 ters faz kolunuda formik asit — su — asetonitril
(2:1000:100) mobil fazi ile negatif se¢ilmis iyon izleme (SIM) modundaki elektrosprey
iyonizasyon (ESI) kiitle spektrometresi dedeksiyonu ile yapilmistir. Valide edilmis ve
basariyla uygulanilmis bu yontemde kantitasyon sinir1, amoksisilin i¢in 0.12 pg/mL ve
Klavulanik asit i¢in de 0.062 pg/mL olarak bulunmustur ve bu veriler HPLC-UV
metodundan 5 kat daha azdir (Yoon ve arkadaglar1 2004).

Amoksisilin ve klavulanik asidin yan yana tayini i¢in 3 — siklodekstrin durgun
faz1 ile hizli, sade ve dogru bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Calisma methanol —
tampon ¢ozeltisi pH: 4.5 (35:65, h/h) mobil fazi ile 225 nm dalga boyunda yapilmaistir.
Geri kazanimlar, amoksisilin i¢in % 99.25 - 105.63, klavulanik asit i¢in ise % 99.50 -
101.64 araligindadir (Tsou ve arkadaslar1 1997).

Av kopegi plazmasinda sefatrizin ve klavulanik asidin yan yana tayini i¢in hizli
ve Ozgin bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Ters faz C18 kolonu ile yapilan bu
calismada dogrusallik, sefatrizin i¢in 2- 100 pg/ml ve klavulanik asit i¢in 1- 50 pg/ml
araligindadir. Kesinlik (RSD cinsinden ifadeyle) sefatrizin igin % 4.2- 18.2 ve
klavulanik asit igin % 5.5 - 15.8, dogruluk ise sefatrizin i¢in % 97.9 - 120 ve klavulanik
asit i¢in % 97.7 - 119.2 araliklarinda bulunmustur (Choi ve arkadaglar1 2004).

Metronidazolun i¢ standart olarak kullanildigi insan plazmasinda klavulanik
asidin kantitasyonu igin hizli, sade, dogru, hassas ve tekrarlanabilir bir HPLC yontemi
gelistirilmis ve valide edilmistir. Ilag ve i¢ standartin kromatografik ayrimi oda
sicakliginda, 1.8mL/dk akis hiziyla, 4-um paslanmaz g¢elik Novapak ® C18 (150 x
3.9mm? 1.D.) kolonu ve %4 metanol igeren 0.01 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu
(pH: 3.2° ye ayarlanmis) mobil faziyla yapilmistir. UV dedeksiyonun 311 nm’ ye
ayarlandig1 bu ¢alismada kantitasyon limiti 100 ng/mL, ii¢ degisik konsantrasyonlardaki
degiskenlik katsayis1 (% C.V.) giin i¢i % 3.30- 3.93, giinler aras1 ise % 1.74 - 2.74
araliklarinda bulunmustur (Matar ve arkadaslar1 2005).

Tikarsilin ve klavulanik asidin farmasotik formlarinda yan yana tayini i¢in yeni

bir HPLC yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik ayrim beta-
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siklodekstrin kolon (Cyclobond I, 250 x 4.6 mm, 5 um), 0.8 mL/dk akis hizi, methanol
— 16 mM amonyum asetat tamponu pH: 6.0 (50:50, h/h) mobil faz1 ve 220 nm dalga
boyundaki dedeksiyonu ile yapilmistir. Kalibrasyon egrileri klavulanik asit i¢in 1-100
png/mL, tikarsilin igin ise 2-200 pg/mL araliklarinda dogrusaldir. Klavulanik asit ve
tikarsilin icin sirasiyla LOQ degerleri 0.42 ve 1.42 pg/mL, LOD degerleri ise 0.14 ve
0.47 ng/mL olarak bulunmustur (Tsou ve arkadaslar1 2009).

Amoksisilin ve klavulanik asidin enjekte edilebilir dozaj formlarindan yan yana
tayini i¢in basit, hizli, hassas, dogru ve saglam stabilite gosteren bir HPLC yontemi
gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik ayrim Inertsil C18 kolonu (250 x 4.0
mm, 4 um), pH:5.0 tampon — metanol (95:5, h/h) mobil fazi, 1ml/dk akis hiz1 ve 220 nm
UV dedeksiyonunda gergeklestirilmistir. Dogrusal kalibrasyon araligi amoksisilin i¢in
79.51- 315.32 pg/ml ve klavulanik asit i¢in ise 17.82 - 67.90 pg/ml araliklarinda
bulunmustur (Tippa ve Singh 2010).

Dana plazmasinda klavulanik asidin kantitasyonu i¢in LC-MS/MS yontemi
gelistirilmistir. Kromatografik ayrim su ve asetonitril icerisinde % 0.05’ lik formik asit
ve ters faz PLRP-S polimerik kolonuyla gerceklestirilmistir. LOQ 25 ng/ml, LOQ ise
3.5 ng/ml olarak bulunmustur ve bu degerler yaymlanmig UV yada kiitle spektrometsi
kullanilmis yontemlerden daha azdir (Reyns ve arkadaslar1 2006).

Yenilebilir domuz dokusunda klavulanik asidin tayini i¢in LC-ESI-MS/MS
yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Tazobaktamin i¢ standart olarak kullanildigi
kromatografik ayrim ters faz PLRP-S polimerik kolon (150mmx2.1mm i.d., 100A°) su
ve asetonitiril iginde % 0.05” lik (h/h) formik asit karisimi ile yapilmistir. LOQ 50 ng/g
olarak, LOD ise 8.0 - 15.14 ng/g araliginda bulunmustur (Reyns ve arkadaglar1 2007).

Klavulanik asidin tayini i¢in iyon gifti ters fazli HPLC yontemi gelistirilmistir.
Bu ¢alisma 10 mM tetrabiitilamonyum bromiir, 0.6 mM sodyum dihidrojen fosfat, 0.4
mM disodyum hidrojen fosfat (suda) - metanol (10:1, h/h) (pH: 7.02) mobil fazi, 1.5
ml/dk akis hizi, LiChrosorb RP-18 (25 cm x 4.6 mm i.d.) duragan fazi ve 220 nm
dedeksiyonda yapilmistir (Haginaka ve arkadaslar1 1981).

Tavsan serumu ve doku kafes sivisinda B-laktam tikarsilin ve p-laktamaz
inhibitor klavulanatin yan yana analiz ig¢in dalga boyu degistirilebilir teknikli bir
gradiyent eliisyon HPLC teknigi gelistirildi. Kromatografik ayirma 9 dakikada dalga
boyu 218 nm’den 258 nm ‘ye programlanabilen UV dedektor ile ters faz C18 kolonu
kullanilarak gerceklestirildi. Akis hizi 1.0 mL/dk, mobil faz ise gradiyent eliisyon
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programlamayi takip eden asetonitril, fosfat tamponu ve tetrabiitiil amonyum hidroksit
igeriyordu. Numune siireci s1vi-s1v1 ekstraksiyon ile gergeklestirildi. Iyi dogrusallik, geri
kazanim, kesinlik ve dogruluk elde edildi. Standart egri araliklar tikarsilin igin 1-100
mg/mL klavulanat i¢in 0.2-20 mg/mL. Bu metot farmakokinetik bir ¢aligmadan tavsan
serumu ve doku kafes sivisi numunelerinde tikarsilin ve klavulanatin analizine basarili
bir seklide uygulanabilir (Chonghua ve arkadaslar1 2003).

Farmasotik dozaj formda klavulanik asit ve sefadroksilin yan yana analizi i¢in
basit ve keskin iki UV-spektrofometrik ve RP-HPLC metodu gelistirildi. ilk UV
spektrofotometrik metotta yan yana esitilik metodu kullanilarak sefradoksil ve
klavulanik asit i¢in sirasiyla 8-40 ug/mL ve 2-10 pg/mL konsatrasyon araligi iizerinde
231 ve 281 nm’ de gerceklestirildi. Sefradoksil ve klavulanik asit i¢in ortalama geri
kazammlar % 99.43-100.7 ve % 98.5-100araligindaydi. Tkinci UV metot sefradoksil ve
klavulanik asit igin sirasiyla 8-40 ug/mL ve 2-10 pg/mL konsatrasyon araligi tizerinde
birinci derece tiirev spektroskopisi kullanilarak 258 ve 264 nm’de gergeklestirildi.
Sefradoksil ve klavulanik asit i¢in ortalama geri kazanimlar % 98.40 - 100.7 ve % 99.4-
100.6 araligindaydi. RP-HPLC analizi 1% HsPOs ile pH 5.5 e ayarlanmis su-metanol-
trietilamin (85: 15: 0.1), mobil faziyla, akis hiz1 1.0 mL/dk, sabit faz olarak Purospher®
RP-C18 (4.6 mm 1.dx250 mm) kolonuyla 285nm dedeksiyon dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Dogrusallik sefradoksil ve klavulanik asit igin sirasiyla 8-40 pg/ml
ve 2-10 pg/ml konsatrasyon araliginda elde edildi. Sefradoksil ve klavulanik asit igin
alikonma zamanlarinin 3.840 ve 5.580 dk oldugu bulundu. Sefradoksil ve klavulanik
asit icin elde edilen ortalama geri kazanimlar % 99.58 - 100.10 ve % 99.45-100.01.
araligindaydi. Gelistirilen metot istatistiksel olarak ICH a gore valide edildi ve
belirlenen degerler ile metodun kesin, dogru ve basit oldugu bulundu. Onerilen metot
sefradoksil ve klavulanik asit i¢in toz formu ve formulasyonlarinda rutin kalite kontrol
analizlerine basarili bir sekilde uygulanabilir (Patel ve Joshi 2014).

Sefadroksil ve klavulanik asidin potasyum klavulanat olarak kombine dozaj
formlarinin yan yana analizi i¢in RP-HPLC metodu gelistirildi. Ayirma Phenomenex
C18 (150 x 3mm, 5um) kolonu kullanilarak Fosfat tamponu (pH 5.5): Asetonitril (95:05
v/V) mobil faziyla, 10 pl enjeksiyon hacimli 1.0 ml/dk akis hizinda gergeklestirildi.
Dedeksiyon 230 nm de yapildi. Sefadroksil ve potasyum klavulanat i¢in alikonma
zamanlarinin sirastyla 5.236 ve 7.561 dk oldugu bulundu. Metot dogrusallik, dogruluk

ve kesinlik icin valide edildi. Sefadroksil ve potasyum klavulanat i¢in dogrusallik
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sirasiyla 40-200 pg/ml ve 10-50 pg/ml olarak bulundu. Sefadroksil ve potasyum
klavulanat i¢in yiizde geri kazanimlar sirasiyla % 98-99.53 ve % 99-100.53 araliginda
oldugu bulundu. RP-HPLC metodu dogru, kesin, basit ve spesifiktir (Patel ve
arkadaslar1 2014).

Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamin insan serumunda tayini ve ayrilmasi
icin HPLC metodu gelistirildi. Kromatografik ayirma i¢in metanol- 5mM
tetraetilamonyum asetat (TEAA) (35:65, v/v, pH:4.5) igeren optimum mobil fazi
1.0mL/dk akis hizinda B-cyclodextrin (B-CyD) kolonu ile birlikle kullanildi. Ortalama
geri kazanimlar klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam i¢in sirasiyla % 84.4-87.8, %
88.4-90.6, ve % 89.0-90.8 inhibitorlerle katilmis insan serum numunelerinden rutin
olarak elde edildi. LOQ (<0.156 mg/mL) ve varyasyon katsayisi (< %3.92)’dir, bunlar
da bu metodun hassas ve tekrarlanabilir oldugunu kanitlar (Tsou ve arkadaslar1 2002).

2.2.3.2. Spektrofotometrik Yontemler ile Analizleri

Kluvulanik asit (CA) ve amoksisilinin (AMO) kombinasyonunu tabletlerde es
zamanl1 tayini i¢in difiize reflektans IR forier doniisiim spektroskopisi (DRIFTS) ve ¢ok
degiskenli kalibrasyon kullanilarak bir metod gelistirilmistir. Ca igin, bu model tahmini
hata karelerinin ortalamalarmin kokiiniin (RMSEP) 5.1 mg/g oldugunu goéstermistir.
Amo i¢in, bu model 22.3 mg/g RMSEP gostermistir (Mueller ve arkadaslar1 2012).

Klavulanik asit ve amoksisilinin yan yana tespiti icin zayiflatilmis toplam
yansitma eklentisi ile birlestirilmis Fourier doniisiimlii orta kizilotesi teknigi (ATR /
FTIR) kullanilarak bir yontem gelistirilmistir. 27 numune kalibrasyon seti ve 8 numune
ise tahmin seti olarak kullanilmistir. ATR / FTIR verileriyle geriye doniik en kiiciik
kareler algoritmasi kullanilarak tahmini bagil standart hata (RSEP) klavulanik asit i¢in
% 3.8 ve amoksisilin igin % 5.1 elde edilmistir. Onerilen metodoloji ile elde edilen
sonuglar HPLC kullanilarak karsilastirildi ve 6nemli bir fark elde edilmedi. ATR / FTIR
ile ¢cok degiskenli analiz yontemleri kullanilarak onerilen yontem Klavulanik asit ve
amoksisilinin ticari eczacilik iriinlerinin eszamanli tayini i¢in uygundur (Miller ve
arkadaslar1 2011).
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2.2.3.3. Diger Yontemler ile Analizleri

Klavulanik asit farkli akim/sinyal polorografisiyle tayin edilir. Elektroaktif {iriin
yart siilfirik ortamda hidrolizle elde edilmistir. -0.75 V da analitik olarak kullanilabilen
azalma pikleri verir. Polografi sinyalleri i¢in optimum kosullar belirlenmistir ve galisma
elektrokimyasal prosesi etkileyen farkli parametrelerde yapilmistir. Klavulanik asidin
tayini i¢in 8.0x10° - 1.4x10* M konsanrasyonlar1 araliginda bir polografik yontem
onerilmistir. Dedeksiyon limiti 2x10° ve relatif standard sapma %21’ dir. Metod
amoksisilin varliginda klavulanik asidin tayinine uygulanmigtir (Gonzalez ve
arkadaslar1 1991).

Tikarsilin ve Kklavulanik asidin ikili karisitmda ve enjekte edilebilir
formulasyonlarinda ayn1 anda tayini i¢in bir direkt potansiyometrik yontem
gelistirilmistir. Susuz potansiyometriye uyarlanmasi 0.1 mol/L asetik HCI1O kullanilarak
iki isimli ilac1 tek analizde ayni anda tayin etmemizi saglar. Her bir ilacin geri kazanimi
(Tikarsilin i¢in % 100.86 ve klavulanik asit i¢in ise % 101.47) klavulanat - potansiye
tikarsilin uygulamasinda oldukga tatminkardir (Abdel ve Khattab 1991).

Durdurmali akis karistirma teknigi Klavulanik asidin tayininde imidazol ile
reaksiyonuyla basit, hizl1 kinetik bir metod gelistirilmistir. Geleneksel metod dengeye
gelmek icin 12-15 dakikaya ihtiyag duyarken, kinetik 6l¢iim birka¢ saniye iginde
yapilabilir. Klavulanik asidin kalibrasyon grafigi 1-40 pg/mL araliginda lineer ve
dedeksiyon limiti 0,3 ug/mL bulundu. Metodun kesinligi ve segiciligi raporlandi.
Analitik metodun farmasoétik ve serum orneklerine uygulanarak elde edilen sonuglar
rutin analize ne kadar kolay adapte edilebilecegini gosterir (Izauierdo ve arkadaglar

1993).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda 2013-2014 yilinda gerceklestirilmistir.

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calisma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler:

Sefdinir ( Deva Ilag, Istanbul, Tiirkiye)
Klavulanik asit (Deva ilag, Istanbul, Tiirkiye)
Elucef Plus® (300 mg Sefdinir ve 125 mg Klavulanik Asit)
Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Ortofosforik asit ( %85 ag/ag ) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ultra saf su (HPLC safliginda)
3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Mobil Faz Cozeltisi

Mobil faz ¢6zeltisi olarak 20 mM fosfat tamponu (pH: 3) — metanol (65:35, h/h)

karigimi kullanildi. Mobil faz siiziilerek analize hazir hale getirildi.
0,2 M fosfat tamponunun hazirlanmasi

2,722 g potasyum dihidrojen fosfat tam olarak tartildi, 100 mL’ lik balon jojede

su ile ¢Oziindiiriildii ve hacmine tamamlandi.
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20 mM fosfat tamponunun hazirlanmasi

50 mL 0,2 M KH2PO4 ¢ozeltisi alinip ortofosforik asit ¢ozeltisi ile ayarlanarak
pH degeri 3° e ayarlandi. Bu ayarli ¢ozeltiden 25 mL alinarak 250 mL’ ye bir balon
jojede saf su ile hacmine tamamlanarak 20 mM ¢ozelti hazirlandi. Vakum altinda

stiziilerek hazir hale getirildi.

3.1.2.2. Sefdinir Stok Cozeltisi
5 mg Sefdinir tam olarak tartildi, 5 mL’ lik balon jojede fosfat tamponu (pH: 7)
ile ¢ozlindiirtildii ve hacmine tamamlandi.
3.1.2.3. Klavulanik Asit Stok Cozeltisi

5 mg Klavulanik asit tam olarak tartildi, 5 mL’lik balon jojede metanol ile

¢oziindiiriildii ve hacmine tamamlandi. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi.
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3.2. Aletler ve Diger Gerecler

1.

8.

9.

HPLC cihaz1 (Shimadzu Corporations- Japan)

e Shimadzu LC-20A pompa sistemi (Shimadzu Corporations, Kyoto,
Japan)

e SPD-M20A Diyod Sirali Dedektér (Shimadzu Corporations, Kyoto,
Japan)

e DGU-20A5 Gaz giderme iinitesi (Shimadzu Corporations, Kyoto,
Japan)

e SIL-20AC Otomatik numune ornekleyicisi (Shimadzu Corporations,

Kyoto, Japan)
e CTO-10AS VP Kolon firin1 (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
e Shimadzu LC-solution yazilimi (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)

e Analitik kolon Teknokroma Nucleosil 100 C18 ( 4.6 mm I.D. 250mm,

Sum; Barcelona, Spain).

Yazilimlar

e MS Office Word Programi

e MS Office Excel Programi
Mobil Faz Siizme Unitesi (Millipor, 0,5 p)
pH metre (WTW pH 3210 Set 2)
Teraziler (Denver Insrument TB 2150D)
Vorteks Mikser (Elektro-mag)
Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H)
Ultra saf su cihazi (Purelab Option-Q)

Otomatik pipetler (Eppendorf 100 pL ve 1000 pL lik)

10. Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli 12mL lik)

11. Balonjojeler (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mL lik)



20

12. Dereceli ve transfer pipetler
13. Siizgec kagitlar1 (mavi bantli)

14. Hesap makinesi (Casio Scientific Calculator fx-82 MS)

3.3. Sefdinir ve Klavulanik Asidin Yan Yana Yiiksek Performansh Sivi

Kromatografisi ile Analizi

Sefdinir ve Klavulanik asidin yan yana HPLC ile analizinin yapilabilmesi igin
dedektor dalga boylari, kolon, mobil faz sistemi, mobil faz akis hizi, kolon sicakligr gibi
kromatografik kosullar belirlendi. Belirlenen sartlar altinda gelistirilen yontem ilag

maddelerinin tabletlerdeki analizine uygulandi.

3.3.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Literatiir calismalar1 goz Oniine alinarak HPLC ¢alismalari, Cig, CN, 5 pm
partikiil capli kolonlarda, cesitli oranlarda asetonitril ve metanol-su ve 10 mM orto
fosforik asit (pH: 3), mobil faz sistemleri uygulanarak denendi. Analiz edilen tiirevin
alikonma zamani ve c¢alisilacak dalga boylar1 belirlendi. Elde edilen veriler Bolim

4.1.1°de yer almaktadir.

3.4. HPLC Yonteminin Validasyonu

3.4.1. Secicilik
Yontemin segiciliginin tayini amaciyla, mobil fazdan ve tablet yardimci
maddelerinden gelebilecek bir girisim olup olmadigr incelendi. Bunlara ait

kromatogramlar Boliim 4.2.1.°de gosterilmistir.

3.4.2. Tayin smir1 (LOQ) ve Gozlenebilme sinir1 (LOD)
Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri
asagidaki formiiller ile hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.2° de verildi.
LOD =3x SD/m
LOQ =10 x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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3.4.3. Dogrusallik
Dogrusal aralik, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik ve

tekrarlanabilirlikte sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir.

Bu dogrusal iliskinin gésterilebilmesi i¢in Sefdinir ve Klavulanik asidin 7 farkl
konsantrasyonda iceren karisimlar hazirlandi. Kromatogramlardan elde edilen pik

alanlar1 ve konsantrasyona karsilik grafikler ¢izildi. Elde edilen sonuglar Bolim

4.2.3.’de bildirildi.

3.4.4. Giin ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik
Ug farkl1 konsantrasyonda sefdinir icin (18, 48, 84 pg/mL) klavulanik asit i¢in
(7,5, 20, 35 pg/mL) ve igeren ¢ozeltilerle Bolim 4.2.4° de anlatildigi gibi ¢alisild.
Analizler ayn1 giin (giin i¢i) ve 6 farkli giinde (glinler arasi) yapilmistir. Her
konsantrasyon icin analizler en az 6 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.4°

de bildirildi.

3.4.5. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yontemi
uygulandi. Bunun i¢in 5 mL’ lik balonjojede 18,0 ug/mL sefdinir ve 7,5 pg/mL
klavulanik asit konsantrasyonlardaki tablet ¢ozeltisi tizerine 4 farkli konsantrasyonda
sefdinir ve klavulanik asit standart ¢ozeltilerinden ilave edildi ve 5 mL’ye 20 mM fosfat
tamponu (pH: 3) — metanol (65:35, h/h) ¢6ziicti karigimi ile tamamlandi. Elde edilen
alan oranmi1 degerleri daha once hazirlanan 6l¢ii egrisi denkleminde yerine konularak

konsantrasyonlar bulundu. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.5” de verilmistir.

3.5. Tabletlerde Sefdinir ve Klavulanik Asidin Analizi
3.5.1. Tablet Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bunun i¢in, 300 mg sefdinir ve 125 mg klavulanik asit iceren efervasan tablet
(Elucef Plus®) 100 mL’ lik balon jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi.
15 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Bu siire sonunda mavi banth siizge¢ kagitlarindan
stiziildii. Boylece 3000 pg/mL sefdinir ve 1250 ng/mL klavulanik asit igeren tablet stok
¢ozeltisi hazirland1 (Stok Cozelti 1).
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3.5.2. Gelistirilen HPLC Yontemi ile Analiz

Tablet stok ¢ozeltisinden seyreltme islemleri HPLC yonteminde 20 mM fosfat
tamponu (pH: 3) — metanol (65:35, h/h) ile yapildi. Bu ¢6zeltiden alinan 50 pL’lik
kisimlar 5 mL lik balonjojelere aktarilarak hacmine tamamlandi (30 pg/mL sefdinir ve
12,5 pg/mL klavulanik asit) ve ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edildi. islem 6 kez
tekrarlandi. Tabletlerdeki sefdinir ve klavulanik asit miktarlar1 daha 6nce hazirlanan
Olcli egrisinin denklemi yardimiyla hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.3.1° de
belirtildi.

Sefdinir ve klavulanik asit tabletlerde ¢ok farkli miktarlarda bulundugu ve bu
konsantrasyonlarda yan yana analizi miimkiin olabilmesi i¢in sefdinir daha az
klavulanik asit ise nispeten iyi gorebilecegimiz hassasiyetteki dalga boyu secilerek

maddeler analiz edildi.
3.5.3. Sefdinirin Kiyas Yontemi ile Miktar Tayini

Kiyas yontemi olarak USP farmakopedeki HPLC-UV yontemi kullanildi
(USP32 2009).

Standart Cozelti: 0,2 mg/mL konsantrasyondaki sefdinir ¢ozeltisi, fosfat
tamponu (pH: 7) ile seyreltilerek hazirlandi.

Ornek Cézeltisi: 300 mg sefdinir iceren efervasan tablet 100 mL’ lik balon
jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda
tutuldu. Bu siire sonunda mavi banth siizge¢ kagitlarindan siiziildii. Uygun miktarda

almip 30 pg/mL konsantrasyonu verecek sekilde seyreltildi.
Kromatografik Sistem:
Kolon: Cis, 200 X 4,6 mm, 5 pm i¢ ¢ap

Mobil Faz: tetrametilamonyum hidroksit-asetonitril-metanol-etilendiamintetraasetik asit
(80:12:8:0,04)

Dedektor dalgaboyu: 254 nm
Akws Hizi: 1,0 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi: 50 pl
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Yontem: Omek ve standart ¢ozeltiler HPLC cihazinda (n=6) olacak sekilde
analiz edildi ve alikonma zamani 5,5 dakika olan piklerin alanlarindan Ornekteki

sefdinir miktar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.1 de bildirilmistir.

3.5.4. Klavulanik Asidin Kiyas Yontemi ile Miktar Tayini
Kiyas yontemi olarak USP farmakopedeki HPLC-UV yontemi kullanildi
(USP30 2009).

Standart Cozelti: 0,25 mg/mL konsantrasyondaki klavulanik asit ¢ozeltisi,

metanol ile seyreltilerek hazirlandi.

Ornek Cozeltisi: 125 mg klavulanik asit igeren efervasan tablet 100 mL’ lik
balon jojede saf su ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi. 15 dakika ultrasonik
banyoda tutuldu. Bu siire sonunda mavi banth siizge¢ kagitlarindan siiziildi. Uygun

miktarda alinip 25 pg/mL konsantrasyonu verecek sekilde seyreltildi.
Kromatografik Sistem:

Kolon: Cgs, 250 x 4,6 mm, 4 pm i¢ ¢ap

Mobil Faz: KH2PO4 tampon ¢ozeltisi (0,2 M, pH: 4,4)-metanol (95:5)

Dedektor dalgaboyu: 220 nm

Akis Hizi: 1,5 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi: 20 pl

Yontem: Ornek ve standart ¢ozeltiler HPLC cihazinda (n=6) olacak sekilde
analiz edildi ve alikonma zamani 6,5 dakika olan piklerin alanlarindan ornekteki

klavulanik asit miktar1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar B6liim 4.3.1 de bildirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sefdinir ve Klavulanik Asidin Yan Yana Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi ile Analiz Sonug¢lar:

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢
capinda, 5 um partikiil ¢apli C18 kolonda, 20 mM fosfat tamponu (pH:3) — metanol
dedeksiyonla, 210 nm dalga boyu kullanilarak yapilmistir. Bu kromatografik sistemde

alikonma zamanlari sefdinir i¢in 3,6; klavulanik asit i¢in 5,3 dakikadir (Sekil 4-1).

m AL
?ED_E1I]nm.4nm(1.EIEI} 2
500

1

250

0

LA DAL LA DR AL AL LI A N RN AL DL BRI BN
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 8.0 7.0 2.0 5.0 min

Sekil 4-1: 84 pg/mL sefdinir (2) ve 35 pg/mL Klavulanik asite (1) ait 6rnek kromatogram

4.2. Yontem Validasyonu
4.2.1. Segicilik

a) Mobil faz enjekte edildi, sefdinir ve klavulanik asit piklerinin ¢iktigi
dakikalarda herhangi bir pik olmadigi belirlendi (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Mobil faz enjeksiyonuna ait kromatogram

b) Tablet yardimc1 maddeleri karisimi enjekte edildi. Bunlarin analize girisim

yapmadig1 goriildi (Sekil 4-3).

mAU
300-210nm,4nm (1.00)

200

100

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0  min

Sekil 4-3: Tablet yardimec1 maddeleri karisiminin enjeksiyonuna ait kromatogram

4.2.2. Tayin sir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Boliim 3.4.2°de verilen denklemlere gére hesaplanan LOD degerleri sefdinir i¢in
0.63 pg/mL ve klavulanik asit i¢in 0,44 pg/mL, LOQ degerleri sefdinir i¢in 1.91 pg/mL

ve klavulanik asit i¢in 1.33 pg/mL olarak bulunmustur.
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4.2.3. Dogrusallik

Sefdinir i¢in 18,0-84,0 upg/mL, Klavulanik asit igin 7,5-35,0 ug/mL
konsantrasyon araliginda 7 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ile Boliim 3.4.3.”
de anlatildig1 gibi calisildi. Her konsantrasyona karst elde edilen ortalama pik alani
degerleri yardimi ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda c¢izilen ol¢ii egrisi

sefdinir i¢in Sekil 4-4” de ve klavulanik asit i¢in Sekil 4-5” de verilmistir.

12000000
10000000
8000000 e
6000000 o

4000000

PIK ALANLARI

2000000 o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
KONSANTRASYON (ng/mL)

Sekil 4-4: Sefdinirin 18,0-84,0 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi
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Sekil 4-5: Klavulanik asidin 7,5-35,0 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrisi

Tablo 4-1 ve 4-3’de pik alanlar1 ve ortalamalari (A), SD ve RSD degerleri, Tablo
4-2 ve 4-4’de ise en kiiglik kareler yontemi uygulanarak hesaplanan dogru
denkleminden (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon]) elde
edilen degiskenler ve korelasyon katsayilari (r) verilmistir. Dogrusallik ¢aligmalarindan
HPLC yontemi ile elde edilmis 18 pg/mL sefdinir ile 7,5 pg/mL klavulanik asit ve 48
ug/mL sefdinir ile 20 pg/mL Kklavulanik asit standartlarina ait kromatogram 6rnekleri
Sekil 4-6 ve 4-7°de verilmistir.



Tablo 4-1: Sefdinirin 18,0-84,0 ng/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan 6l¢ii

egrilerine ait pik alam1 degerleri ve istatistik verileri
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5091340 | 3234106 | 5012426 | 6030905 | 7746724 | 9265823 | 10836810
2224516 | 3239164 | 5025432 | 6197612 | 7749082 | 9303949 | 10842998
2225317 | 3244222 | 5038437 | 6204002 | 7757849 | 9305552 | 10852300
2258509 | 3290457 | 5067508 | 6215704 | 7758192 | 9311643 | 10886259
2262904 | 3295203 | 5077599 | 6250093 | 7765814 | 9372884 | 10887127
2262934 | 3299948 | 5087690 | 6250780 | 7810608 | 9429965 | 10935599
2242587 | 3267183 | 5051515 | 6191516 | 7764712 | 9331636 | 10873516
20767,96 | 31005,5 | 30410,82 | 81874,91 |23516,52 |59241,89 |37231,01
0,926071 | 0,948998 | 0,602014 | 1,322373 | 0,302864 | 0,63485 | 0,342401
Ortalama alan oran (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
A= 127777x +146127,2 (r=0,9987)
Tablo 4-2: Tablo 4-1¢ deki 6lgii egrilerinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama+SD*
m 127531 | 127694 | 127732 | 127396 | 127704 | 128606 | 127777+425
b 104671 | 130219 | 134773 | 174119 | 176671 | 156310 | 146127,2+28002
r 0,9984 | 0,9988 | 0,9987 | 0,9986 | 0,9987 | 0,9987 | 0,9987+0,0001

1SD: Standart sapma




Tablo 4-3: Klavulanik asidin 7,5-35,0 ng/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan ol¢ii

egrilerine ait pik alam degerleri ve istatistik verileri

641018 | 982233 | 1573934 | 2119730 | 2580377 | 3182580 | 3542596
642220 | 982319 | 1579969 | 2120242 | 2651778 | 3183721 | 3655918
643422 | 984021 | 1582250 | 2120809 | 2654322 | 3186723 | 3656012
646232 | 991778 | 1584937 | 2122455 | 2654730 | 3187589 | 3657976
648371 | 994549 | 1597749 | 2123675 | 2658358 | 3189078 | 3663964
650511 | 997320 | 1602050 | 2139388 | 2662087 | 3212038 | 3665521

6452057 | 9887033 | 1586815 | 2124383 | 2643609 | 3190288 | 3640331

3709,525 | 6669,655 | 10851,83 | 7495869 | 31184,72 | 10927,57 | 48052,84

0,574857 | 0,674586 | 0,683875 | 0,352849 | 1,179627 | 0,342526 | 1,320013

A= 108741x - 96604,2 (r= 0,9988)

Ortalama alan oran (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

Tablo 4-4: Tablo 4-3¢ teki ol¢ii egrilerinin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama+SD!
m 106193 | 109291 | 109286 | 109139 | 109129 | 109409 108741+1252
b 72864 | 108265 | 106529 | 100952 | 96453 | 94562 96604112815
r 0,9979 | 0,9990 | 0,9990 | 0,9990 | 0,9990 | 0,9988 | ( 9988+0,0004

1SD: Standart sapma
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Sekil 4-6: Dogrusallik konsantrasyonlarindan 18 pg/mL sefdinir (2) ve 7,5 ng/mL
klavulanik asite (1) ait kromatogram
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Sekil 4-7: Dogrusallik konsantrasyonlarindan 48 ng/mL sefdinir (2) ve 20 ug/mL
klavulanik asite (1) ait kromatogram

4.2.4. Giin ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda sefdinir igin (18, 48, 84 ug/mL) klavulanik asit i¢in (7,5,
20, 35 pg/mL) igeren ¢ozeltilerle Boliim 3.4.4.°de anlatildigi gibi galisildi.
Ayni giin ig¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri %0,1-0,72
arasinda hesaplandi (Tablo 4-5).
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Farkli gilinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma

degerleri ise %0,23-1,95 arasinda bulundu (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Aym giin ve farkh giin icinde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Giin i¢i (n=6)

Giin aras1* (n=6)

Alman Bulunan RSD? | Alman Bulunan RSD?

Konsantrasyon | Konsantrasyon (%) Konsantrasyon | Konsantrasyon (%)

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Ortalama+SD?! Ortalama+SD?!
18,0 17,96+0,004 0,42 18,0 17,97+0,015 1,55
Sefdinir
48,0 48,4+0,01 0,10 48,0 48,5+0,10 0,95
84,0 84,7+0,03 0,10 84,0 84,6+0,12 0,41
7,5 7,7+£0,07 0,72 7,5 7,6+0,19 1,98
Klavulanik 20,0 20,2+0,12 0,06 20,0 20,3+0,45 0,23
Asit

35,0 34,8+0,57 0,10 35,0 35,6+2,87 0,51

*Alt1 farkli giinde elde edilen sonuglar

4.2.5. Dogruluk

1SD: Standart sapma

uygulandi. Bunun i¢in boliim 3.4.5° de anlatildig1 gibi ¢alisildi.

Burada;

2RSD: Relatif standart sapma

Ct : Bulunan toplam (Sefdinir veya Klavulanik asit) konsantrasyonu,

Cu: Farmasotik preparatdan alinan analit konsantrasyonu,

Ca: llave edilen standart ¢ozeltinin konsantrasyonu dur.

Geri kazanim degerleri %96,60-104,2 araliginda bulundu (Tablo 4-6).

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak ig¢in standart katma yoOntemi

Daha sonra geri kazanim yiizdeleri (Ct - Cy) X 100 /C, formiiliinden hesaplandi.
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Tablo 4-6: Standart katma yontemine ait analiz sonuclar1 ve sonuclarin istatistiki olarak

degerlendirilmesi

Alman [lave edilen Bulunan Konsantrasyon | RSD? Geri
Konsantrasyon Konsantrasyon (ng/ mL) (%) Kazanim

(ug / mL)? (ug / mL) (Ortalama+ SD?) (%)
6,0 6,100,030 0,129 96,60
18.0 18,0 18,04+0,014 0,039 96,64
Sefdinir 300 30,56+0,004 0007 | 9852
54,0 54,89+0,006 0,009 97,94
2,5 2,48+0,013 0,128 104,26
. 7 172 103,94

Klavulanik 75 9 7,45+0,027 0, 03,9

Asit 12,5 12,47+0,007 0,035 106,17
22,5 22,11+0,011 0,040 96,045

! Elucef Plus® tablet, her tablette 300 mg sefdinir ve 125 mg klavulanik asit icerir.
23D: Standart sapm
3RSD: Relatif standart sapma

4.3. Tabletlerde Sefdinir ve Klavulanik Asidin Analizi

4.3.1. Gelistirilen HPLC ve Kiyas Yontemlerinin Tablet Analizlerine

Uygulanmasi ve Sonuclarin Birbiri ile Karsilastirilmasi

Gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarin ortalamalar yoniinden
karsilagtirilmasi t-testi (Student t-test), standart sapmalar yoniinden karsilastiriimasi F
testi (Fisher test) uygulanarak yapildi. Tablo 4-7° de de goriildiigii gibi hesaplanan t- ve
F- degerleri %95 olasilik diizeyi ve 5 deneme icin ilgili cetvellerde bildirilen
degerlerden daha kii¢iik oldugundan gelistirilen HPLC yontemi ile kiyas yontemleri

arasinda anlamli bir fark olmadig: belirlendi.
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Sekil 4-8: 30 mg sefdinir ve 12,5 mg klavulanik asit iceren tablet analizinden elde edilen
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kromatogram
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Tablo 4-7:
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300 mg cefdinir ve 125 mg klavulanik asit iceren tabletlerin gelistirilen

yontemle elde edilen analiz sonuclar1 ve bu sonuclarin kiyas yontemleri ile istatistiki
olarak karsilastirilmasi

Sefdinir Klavulanik Asit
Geligtirilen Kiyas yontemi | Gelistirilen HPLC Kiyas yontemi
HPLC yontemi yontemi
N1 300,40 300,80 125,08 125,04
n2 300,60 300,20 125,09 125,01
N3 300,40 300,20 125,03 125,08
N4 300,40 301,60 125,07 125,16
Ns 300,60 299,60 125,16 125,08
Xort! 300,08 299,28 125,086 125,074
Geri 100,02 99,81 100,43 100,37
Kazanmim (%)
SD? 0,438 2,49 0,047 0,056
RSD? (%) 0,12 0,67 0,23 0,28
t.s/\n 0,437 2,48 0,047 0,056
Giiven 300,64-375,52 300,80-376,76 125,04-20,13 125,02-20,01
sinirlart
t-test of 0,334 0,087
significance *
F-test of 0,031 0,06
significance *

n1=n,=5 2SD

: Standart sapma

3RSD: Relatif standart sapma

4p =0,05, t (tablo) = 2,23, F (tablo) = 5,05
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5. TARTISMA

Sefdinir oral yoldan kullanilan genis spektrumlu, yar1 sentetik, bir tigiincii kusak
sefalosporin ve klavulanik asit ise Streptomyces clavuligaris'ten elde edilen klavam
tiirevi beta-laktamaz inhibitorii bir antibiyotiktir. Klavulanik asit, genellikle tek basina
belirgin bir antibakteriyel etki gostermez. Bakterilerde beta-laktamaz enzimlerinin
yapimi penisilinlere kars1 rezistans kazanilmasinda en onemli ve genel faktorii
olusturdugu icin, klavulanik asit bugiine kadar penisilinlerin etki giiglerinin artirilmasi
ve etki spektrumlarinin genisletilmesi amaciyla kullanilmistir. Ancak yeni bir
kombinasyon ile benzer etki i¢in sefdinir ile birlikte kullanimina baglanmistir. Sefdinir -
klavulanik asit kombinasyonunda klavulanik asidin varligi sefdiniri beta-laktamaz
enzimlerince pargalanmaktan korur ve sefdinirin etki spektrumunu normalde direngli
pek cok bakteriyi de i¢ine alacak sekilde genisletir (Kayaalp 2000, Mine ve arkadaslari
1988, Sultan 1994). Bu 6zgiin yliksek lisans tezi kapsaminda sefdinir ve klavulanik asit
birlikte yiiksek performanslt sivi  kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak
tabletlerde analizi igin yeni bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yOntemin

validasyonu yapilmis ve ilag maddelerinin tabletlerdeki analizlerine uygulanmistir.

Bu HPLC yonteminin 6n ¢aligmalarinda oncelikle optimum kromatografik
kosullar belirlenmistir. Yapilan denemeler sonucunda ayirmalarda en iyi sonuglar 25 cm
uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda, 5 pm partikiil ¢apli C18 kolon ile mobil faz olarak 20
mM fosfat tamponu (pH: 3) metanol- (65:35, h/h) ¢oziicii sisteminde, 30 °C de, 1
mL/dak akis hizi kullanilarak elde edilmistir. Calisma UV dedeksiyonla, 210 nm
dalgaboyu kullanilarak yapilmistir. Alikonma zamanlari ise sefdinir i¢in 3,6, klavulanik

asit i¢in 5,3 dakika olarak bulunmustur.

HPLC yontemine gore belirlenen ¢aligma kosullarinda dogrusal aralik, sefdinir
icin 18,0-48,0 pg/mL ve klavulanik asit i¢in 7,5-35,0 pg/mL olarak tespit edilmistir.
Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayn1 glinde ve farkli giinlerde
ti¢c farkli konsantrasyonda analizler yapilmis ve ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait
RSD degeri sefdinir igin % 0,06-0,72 ve klavulanik asit igin % 0,10-0,42 farkli giinlerde
yapilan analizler sonucunda elde edilen RSD degerleri ise sefdinir i¢in % 0,23-1,98,
klavulanik asit i¢in % 0,41-1,55 olarak saptanmistir. Yontemin dogrulugunu belirlemek

amaciyla standart katma metodu uygulanmis ve geri kazanim degerleri sefdinir i¢in %
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99,82-100,53 ve klavulanik asit i¢in % 100,44-104,67 araliginda bulunmustur. Ayrica
Olcli egrilerinin egimi ve y eksenini kestigi nokta kullanilarak hesaplanan LOD degerleri
sefdinir i¢in 0,63 klavulanik asit i¢in 0,44 ug/mL ve LOQ degerleri sefdinir i¢in 1,91 ve
klavulanik asit i¢in 1,33 pg/mL olarak bulunmustur. Cozelti stabilitesinin saptanmasi
icin de standart ¢ozeltiler, buzdolabimnda ve otomatik numune 6rnekleyici kosullarinda
24 ve 72 saat bekletilmis ve yapilan degerlendirmeler sonucunda cozeltilerin stabil

kalmadigi belirlenmistir.

Gelistirilen bu yontem bu iki ilag maddesinin birlikte bulundugu bir efervesan
tablet analizine uygulanmistir. Ayni ilag bu iki maddenin farmakopede verilen analiz
yontemleri ile de ayri ayri analiz edilmis ve elde edilen sonuglar Student-t testi ve
Fischer-F testi kullanilarak birbirleri ile karsilastirilmis ve Student-t testinin degerleri
sefdinir igin 0,334 ve klavulanik asit i¢in 0,087 ve Fischer-F testinin degerleri de
sefdinir i¢in 0,031 ve Klavulanik asit i¢in 0,06 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak
gelistirilen yontem ve farmakope yontemleri ile bulunan sonuclar kiyaslanmis ve
sonuclar %95 olasilik diizeyinde bes deneme icin verilen teorik degerlerden (t= 2,23;
F=5,05) kiigiik oldugundan ortalamalar (t-testi) ve standart sapmalar (F-testi) yoniinden

anlamli bir fark olmadig1 gorilmiistiir.

Ozet olarak bu calismada tabletlerde sefdinir ve klavulanik asidin yan yana
analizi i¢in kullanimi kolay, tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi yiiksek bir yontem
gelistirilmistir. Gelistirilen ve valide edilen bu yontem rutin farmasotik analizlerde, bu
iki ilag maddesinin yan yana miktar tayininde giivenilir, hizli, pratik olarak rahatlikla
kullanilabilecek niteliktedir.
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