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TESEKKUR

Fikirlerini, ¢caligma azim ve karaliligini daima 6rnek aldigim, bilgi ve tecriibesini her
durumda rehber edindigim, maddi ve manevi destegini ihtiyag duydugum her an bana comertce
sunan Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Boliim Baskani degerli hocam Sayin Prof.
Dr. Yiicel KADIOGLU’na, en derin sayg1 ve siikranlarimi sunarim.

Bilgi, tecriibe ve hosgoriistinii hi¢bir zaman esirgemeden beni destekleyen, calisma
yasantimin her asamasinda yanimda olan ve beni yonlendiren yardime1 danigmanim olan degerli
hocam Saymm Yrd. Dog. Dr. Alptug ATILA’ya, bu ¢alismamn hazirlanmasinda ve
diizenlenmesinde bilgisi, tecriibesi ve ince fikirleri ile dnemli katkilar saglayan degerli Sayin
Aras. Gor. Onur SENOL ve Aras. Gor. Emrah YAMAN’a, Eczacilik Fakiiltesi Dekan1 Sayin
Prof. Dr. Fatih AKCAY’a, akademik yasantimin her aninda yanimda ve bana destek olan,
maddi ve manevi anlamda hicbir yardimi esirgemeyen, giiler yiizleri, enerjileri ve paylasimlari
ile giicime gii¢ katan Analitik Kimya Anabilim Dali tiyesi degerli ¢alisanlarma, 6grencilik
yillarim da dahil olmak iizere, daima giilen yiizleri, iyi niyetli ve yardimsever tavirlari ile bana
ellerinden gelen her yardimi saglayan Eczacilik Fakiiltesi’nin ve Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin
degerli calisanlarina, yiiksek lisans yaptigim siire igerisinde bana kolaylik saglayan Bolge
Egitim ve Arastirma Hastanesi calisma arkadaslarima, yiiksek lisans calismam siiresince
saglamis olduklar1 6grenim bursu i¢in TUBITAK’a, benim, tiim varhgnce imla bugiinlere
gelmemde en biiyiik payin sahibi olan, iyi gliniimde kétii giiniimde bana daima sahip ¢ikan, var
olduklarint bilmenin bile bana sonsuz gii¢ verdigi sevgili Annem ve Babam’a, varliginin
onemini ve kiymetini kelimelerle ifade edemeyecegim vefali dostum Nusret KARDELEN’e,
bana hayatimin en biiyiik dersini veren, zamanimi ekonomik kullanmam konusunda yardimc1
olan, hayatin ne kadar lezzetli oldugunu gésteren ve sevgi kelimesinin karsiligi olan Sayin
Aysegiil TURAN’a, bu vatan topragimin bagimsizlig1 i¢in kan dokmiis, bizim bu ¢aligmalari
Ozgiir ve korkmadan yapmamizi saglayan aziz sehitlerimize tesekkiirii bir borg¢ bilir, en derin
sevgi ve saygilarimi sunarim.

Atakan TURAN
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OZET

Sefuroksim Aksetil’in Biyoanalitik Yontem Validasyonu

Amag. Sefuroksim aksetil etkin maddesinin standart calisma c¢ozeltilerinde ve
tabletlerde miktar tayini icin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri, Birinci Derece
Tiirev Spektrofotometri ve HPLC yOntemleri ile plazmada sefuroksim aksetil miktar
tayini icin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi gelistirilip gecerlilik testlerinin

yapilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot. Spektrofotometrik dlgiimler 200-300 nm dalga boyu araliginda
Thermospectronic ¢ift 1s1nl1 UV-Goriiniir Bolge spektrofotometresi kullanildi. Calisma,
1 cm kuvartz kiivetlerde, 277 nm / dak dalga boyu tarama hiz1 ve 2 nm spektral bant
genisligi kullanilarak gergeklestirildi. HPLC calismasinda, Cig (250x4,6 mm,5um )
kolon, De-iyonize su ( % 0,1’lik asetik asit)- Asetonitril (30:70; v/v) den olusan mobil
faz, 1.0 mL/dKk. akis hizi, 280 nm dalga boyu, internal standart olarak etodolak ve 10

uL enjeksiyon hacminden olusan ¢alisma parametreleri kullanildi.

Bulgular. UV-Goriiniir Bolge  Spektrofotometri  ve Birinci  Derece  Tiirev
Spektrofotometri yontemleri 1-35 pg/ mL derisim araliginda, HPLC yontemi ise 0.3-12
pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu belirlendi. HPLC calismasinda internal
standart olarak 2.5 pg/mL derisimde etadolak kullanildi. Her {i¢ yontemin dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, dogrusallik ve hassasiyet parametreleri

belirlendi.

Sonu¢. Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan her {i¢ yontem Tiirkiye’de su anda
kullanilmakta olan 4 ila¢ miistahzarina (Cefaks, Cefurol, Aksef ve Enfexia) basariyla

uygulandi. Sonug¢ olarak; gelistirilen yontemlerin hassas, dogru, kesin ve duyarli

VIl



oldugu, ila¢ endiistrisinde kalite kontrol c¢alismalarinda basarili bir sekilde

uygulanabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sefuroksim aksetil, UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri

Yontemi, Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri Yontemi, HPLC, Tablet
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ABSTRACT

Bioanalytical Method Validation of Cefuroxim Axetil

Aim. It is aimed to develop and validate the first order derivative spectrophotometry,
the UV-Visible spectrophotometry and the HPLC method for cefuroxim axetil standards
and pharmaceutical preparations and also UV-Visible spectrophotometry method in

spiked human plasma samples.

Material and Method. Spectrophotometric determinations were done by double
beamed UV-Vis spectroscopy instrument between 200 and 300 nm. wavelength. This
study was performed using 1 cm. quartz cuvette and 277 nm spectral bandwith. In
HPLC-UV study, parameters were chosen as follows: Cig (250x4,6 mm,5um ) column,
mobile phase of %0.1 acetic acid-acetonitrile (30:70; v/v), 1.0 mL/min of flow rate, 280

nm of wavelength, 10 uL of injection volume and etodolac as internal standard.

Results. Calibration curves of UV-Visible Spectrophotometry and first-order derivative
spectrophotometry methods were linear between the concentration range of 1-35 g/
mL, while the concentration range is between 0.3-12pug/ mL in HPLC. In HPLC study,
2.5 pug/mL concentration of etadolac was added as internal standard to each sample.
Accuracy, precision, recovery, precsion, lineerity and sensitivity parameters were

determined for each of the three methods.

Conclusion. Developed and validated methods were succesfully applied on 4
pharmaceutical forumlation which are named as Cefaks, Cefurol, Aksef ve Enfexia. As
a result, it is claimed that propoesd method is sensitive, precise, accurate and

succesfully used in quality control studies in drug industry.

Key Words: Cefuroxim Axetil, UV-Vis Spectrphotometry method, First-order

Spectrophotometry method, HPLC, Tablet



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BSS : Bagil Standart Sapma

CARB - Karbenisilinazlar

ESBL : Extended-spectrum B-lactamase

HPLC : Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi
IS : Internal Standart

LOD : Gozlenebilme (teshis) smir1

LOQ . Miktar tayin alt sinir1

ng : Mikro Gram

pL : Mikro Litre

MBK : Minimal bakterisidal derisimi

MIK : Minimal inhibitor derisimi

Nm : Nanometre

OMP : Outer Membrane Protein (Dis membran proteinlerinde)
OXA :Oksasilinazlar

PBP : Penisilin baglayan protein

SFA : Sefuroksim Aksetil

uv : Ultraviyole
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1. GIRIS

Mantar  veya  benzeri mikroorganizmalar  tarafindan olusturulan,
mikroorganizmalarin ve baska canlilarin geligmesini durdurma ve hatta bunlari 6Idirme
giicii bulunan dogal ya da kimyevi maddelere "antibiyotik" denir.

Beta-laktam (B-laktam) antibiyotikler, gerek hastane icinde gerekse hastane
disinda en sik kullanilan antibiyotik tiirevlerinin baginda gelmektedir. Yaygin olarak
kullanilan pB-laktam antibiyotiklere karsi direncin giderek artmasi kag¢milmazdir.
Bakteriler, farkli mekanizmalarla B-laktam antibiyotiklere direng gelistirmektedir.? p-
laktam antibiyotiklere kars1 olusan direngte en sik gbzlenen mekanizma, Beta-laktamaz
(B-laktamaz) enzimleri ile bu antibiyotiklerin inaktive edilmesidir.? p-laktamaz sentezi
bakterilerde plazmid, transpozon yada kromozom kontrolindedir.* p-laktamaz
plazmidleri, bakterilerin antibiyotiklere karsi direncinin hizla yayilmasimna yol agmustir.
B-laktamazlara duyarli antibiyotikler, P-laktamaz sentezleyen mikroorganizmalarin
olusturdugu  enfeksiyonlarda  kullanilmaz hale  gelmistir.”  p-laktamazlarmn
tiplendirilmesi, bu enzimler yoluyla olusan direncin daha iyi anlasilmasi ve bunlara
kars1 6nlem alinmas1 a¢isindan gereklidir.°

Beta-laktam (B-laktam) antibiyotikler grubunda yer alan sefalosporinlerin
1940’lardaki  kesiflerinden sonra yaygmn olarak kullanilan B-laktam grubu
antibiyotiklerdir. Tiim sefalosporinler 7-amino sefalosporinik asit ¢ekirdeginden
tiretilmiglerdir. Yapilan yan zincir ilaveleri ile antibakteriyel aktivite ve farmako
kinetiklerinde degismeler elde edilmistir. Sefalosporinler i¢in ¢esitli sinirlamalar yapilmig
ancak bunlardan en yaygin olan1 gram negatif basiller karsisindaki etki spektrumlarina
gore yapilan veya jenerasyon smiflamasidir.” Buna gore 4 kusak vardir:

1. kusak sefalosporinlerin spektrumu dardir ve gram pozitif koklara etkileri

belirgindir. Enterekoklar ve metisiline direngli stafilokoklar hari¢ gram pozitif koklarmn



coguna etkilidir. Ayrica E. Coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis gibi bazi1 gram
negatif basillere de etkilidirler.

2. kusak sefalosporinlerin gram pozitif koklara etkileri degismekle birlikte
gramnegatiflere etkileri artnustir. Ozellikle Haemophilus influenzae’ye kars etkilidirler.
2. kusak igerisinde yer alan sefamisinler anaeroblara en etkili sefalosporinlerdir.

3. kusakta yer alan sefalosporinler gram negatif bakterilere ¢ok etkili iken
stafilokoklara etkinlikleri azdir.

4. kusak sefalosporinler Pseudomonas aeruginosa da dahil olmak tizere gram
negatif bakterilere ve gram pozitif koklara etkilidir.

Sefalosporinler diger biitiin B-laktam antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvari
yapimini bozarak etki gostermektedir. Tiim B-laktam antibiyotiklerin hedefi hiicre duvar
sentezinin transpeptidasyon evresinde rol alan penisilin baglayan proteinleri (PBP) inhibe
etmektir. Gram negatif basillerde i¢i su dolu porinleri gegerek, gram pozitif bakterilerde
ise direkt olarak bu hedefe baglanirlar. Transpeptidasyon asamasmin gerceklesmemesi
sonucu bakteri duvar: tam olarak sentezlenemez ve i¢ basingtan dolayr bakteri lizisine
ugrar. Sefalosporinler bakterisidal ajanlardir.®

Sefalosporinlerde de yeni molekiiller gelistikge bakterilerin olusturdugu direng
oran1 Ve direng tiirii de artis gostermistir. Sefalosporinlere direng baslica ii¢ mekanizma
ile gelismektedir. Bunlar:

1-Ilacin peptidoglikan tabakadan gecisinin engellenmesi,

2-PBP’lerin ilaca affinitelerinin azalmasi,

3-Beta-laktamaz enzimi ile ilacin par¢alanmasidir.

Gram-negatif bakterilerde direng her iic mekanizma ile gelisirken, gram pozitif

bakterilerde dis membran olmadigindan direng ilk iki mekanizma ile gelisir.’



Sefuroksim aksetil 2. kusak sefalosporin grubuna ait ilaglardan olup gii¢lii
antibakteriyel etkisi nedeniyle genis kullanim alani bulmaktadir. Sefuroksim Aksetil ile
ilgili dogrudan miktar tayinine yonelik c¢aligmalar olduk¢a sinirhidir. Cogunlukla
sefuroksim ve sefuroksim sodyum ile ilgili calismalara rastlanmaktadir.™®

Antibiyotik olarak genis kullanim alanina sahip sefuroksim aksetil’ in yapilan
literatiir taramalarinda plazma ve farmasotik preparatlarda miktar tayinine yonelik
bilimsel ¢alismalara ulasilmistir. Bu ¢alismada, sefuroksim aksetil etkin maddesinin
standart ¢alisma ¢ozeltilerinde ve tabletlerde miktar tayini igin UV- Goriiniir Bolge
Spektrofotometri, Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri ve UV dedektorlii yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemleri ile plazmada sefuroksim aksetil
miktar tayini i¢in UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin gelistirilip gecerlilik

testlerinin yapilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotik

Mantar  veya  benzeri  mikroorganizmalar  tarafindan  olusturulan,
mikroorganizmalarin ve baska canlilarin gelismesini durdurma ve hatta bunlar1 6ldiirme
giicii bulunan dogal ya da kimyevi maddelere "antibiyotik” denir." Antibiyotikler tipta
kullanilan tiim ilaclar icinde “mucize ilag” olarak isimlendirilebilmektedirler. Kullanima
girmelerinden gliniimiize kadar uzun bir siire¢ gegmemesine ragmen bu ilaglar ile ilgili
gelismeler hizla artmis ayni zamanda kullanimlar1 sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan
onemli sorunlar da giindeme gelmistir. Bu sorunlari basinda ise antibiyotiklere karsi
gelisen bakteriyel direng yer almaktadir.'’ Beta-laktam grubu antibiyotikler, giiniimiizde
en yaygm kullanilan ve "betalaktam" halkas1 olarak adlandirilan ortak kimyasal
molekiilleri ile diger antibiyotiklerden ayirdedilen antibiyotik grubudur. ilk olarak 1928
yilinda besiyerine tesadiifen diisen Penicillium notatum tirii mantarin ¢evresinde
stafilokok tiirli bakterilerin iireyememesi nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Yapilan calismalar
sonucu 1949 yilinda penisilin G gelistirilerek klinik kullanima sunulmustur. Sonraki
yillarda gelistirilen yeni beta-laktam grubu antibiyotiklerin tiimii, ortak molekiil olan
beta laktam halkasmna bagli aminoasitler iizerinde yapilan c¢esitli modifikasyonlar
sonucunda  sekillendirilmistir.” Penisilin ve diger antibiyotiklerin enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisindeki basarilari, bu ilacin yaygm ve de bir ¢ok zamanlarda
gereksiz ve yanlis kullanimlarina neden olmustur. Bu sekilde ki kullanimlar, bugiin
biitlin diinyada enfeksiyon hastaliklarinin tedavisindeki en Onemli sorun olan
antibiyotiklere diren¢li bakterilerle gelisen enfeksiyonlar: ortaya ¢ikarmistir. Genelde
tek veya birgok antibiyotigin yiiksek derisimlerine karsi direng olusumu; otonom olarak
self replikasyonla ya da plazmid olarak adlandirilan ekstra kromozomal DNA yapilar

araciligi ile meydana gelmektedir. Antibiyotiklere karsi gelisen direglilik, hiicre zari
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gecirgenliginin degisimi, metabolik yol ve enzimlerin degisim gostermesi veya
antibiyotiklerin etki edecekleri molekiilin kaybolmasi seklinde gelisebilmektedir.
Antibiyotik tedavisi swrasinda kullanilan bazi antibiyotiklere hassas olan izolatlarin
direngli hale gegtigi bilinmektedir. Bu tamamen patojenik bakterilerin antibakteriyel
tedaviye direng gostermesi olup, ¢ok degisik ortamlarda genetik bilgi aktarimindan
kaynaklandig:1 seklinde agiklanabilmektedir.'? Entrobacteriaceae grubundan en az 20
farkli tip bakteri tiiri mevcut olup bunlar plazmid alip verebilmektedirler. Evsel ve
endiistriyel atik sularin, alici ortam olan yiizeysel sulara verilmesi neticesinde, igme
sularimin plazmid tasiyan bakterilerle kontaminasyona ugramasi riski artarken buna
bagl olarak olusabilecek enfeksiyonlarda tedavi basarisi da azalmaktadir. Birgok ilaca
direngli olan patojen organizmalarin insan ve hayvanlarda enfeksiyon yapmalari
durumda bunlarin antibiyotik dozlari1 ve siiresinde edilebilirlikleri azalacak veya

olanaksiz bir hal alacaktur.

2.1.1. Antibiyotik Diren¢ Gelisim Mekanizmalan

Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek icin kullanilan antimikrobik
maddelere karsi er ya da ge¢ karsi koyma giici yani diren¢ kazanmaktadir.
Antimikrobiklere gelisen direng gliniimiizde biitiin insanlig1 tehdit edecek bir diizeyde
¢ok 6nemli bir sorundur. Basta hastanelerde ¢ok ilag direngli izolatlar ile gelisen hastane
enfeksiyonlar: hastanede kalisi ve 6liim oranlarini artirmakta ve oldukg¢a fazla ek bir
mali yiik olusumuna neden olmaktadir. Gliniimiizde sadece hastane kokenleri degil
toplumdan kazanilmis kékenlerde de direng 6nemli oranlarda artmakta, bu olay sorunu
daha da biiyiitip ciddi boyutlara tagimaktadir.’ Mikroorganizmalarin antibiyotik
maddelere kars1 direng gelistirdiklerine dair ilk 6nemli yayin 1907 yilinda Paul Erlich
tarafindan arsen bilesiklerinin Trypanosomiasis’e karsi kullanimlarinda tespit edilmis ve
yayinlanmstir.  Siilfonamid ve antibiyotiklerin tip ve veterinerlikte kullaniimaya
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baslamasiyla birlikte, bu ilaglara karsi bakterilerde direng gelismesi de tespit edilmeye
baslanmistir. Bir antibiyotik maddeye karsi direngli hale gelen bir mikroorganizma
tiriinde bu kemoterapotik maddeye yapica veya etki tarzi bakimindan yakin diger
antibiyotiklere karsi da direng gelisebilir, bu duruma gapraz direng (cross resistance)
denir. Mikroorganizmanin yapisi1 ve etkisi farkli bircok antibiyotik maddeye karsi
direngli hale gelmesi durumuna ise ¢ok ilaca direnglilik (multiple-drug resistance) denir.
Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi gosterdigi direng dogal (intrinsik) ve

kazanilmis (genotipik, kalitsal) direng olmak iizere iki ana bolimde ele alinabilir.®

2.1.1.1. Fenotipik (Dogal) Direng

Kalitsal 6zellikte olmayan direng tipidir. Bir organizmanin yapist nedeniyle
direngli olusu anlamina gelir. Burada genellikle antibiyotik maddenin baglanarak etkili
oldugu hedef molekiiliin olmamas1 ve ilacin hedefe ulasmasini 6nleyen dogal engeller
bu tip direngten sorumludur. Bir antibiyotik maddeye dogal direngli olan tiirtin hi¢ bir
kokeni o antibiyotikten etkilenmez. Genellikle ilaglarin etkili olmas: ig¢in
mikroorganizmanm aktif iireme déoneminde olmasi gerekmektedir. Bakteri sporlari veya
dormant haldeki mikobakteriler gibi metabolik olarak inaktif mikroorganizmalar
ilaglara fenotipik olarak direngli goriilebilir, ama bunlardan olusan yeni izolatlar ilaglara
duyarhdir. Buna benzer sekilde bakterilerin hiicre duvarsiz L sekilleri hiicre duvari
sentezini bozarak etkili olan antibiyotiklerden etkilenmezler. L sekilleri ana sekle doniip

hiicre duvarlarini yeniden kazaninca antibiyotiklere duyarl: hale gelirler.’

2.1.1.2. Kalitsal (Kazanilmis) Diren¢

Kazanilan bir direng tipidir. Burada bakteri populasyonu antibiyotik madde ile
ilk temasa geldiginde ilag mikroorganizma iizerine etkilidir, ancak temas siiresinde veya

tekrarlanan tedaviler sirasinda mikroorganizma populasyonunda antimikrobik maddeye



kars1 direng geligir. Antibiyotiklere karsi gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve
genetik degisim sonunda seleksiyonla direngli izolatlar ortaya c¢ikip yayilmaktadir.
Genetik direng kromozom, plazmid, transpozun kontrolii altindadir.

a) Kromozomal Diren¢: Bu tip direng, kromozomda spontan mutasyon
olusmasi sonucu ortaya ¢gikmaktadir. Spontan mutasyonlar, bakteri hiicresinin metabolik
ara Urtinleri ile bazi ¢evresel faktorlerle olusabilir. Bunun neticesinde bakteri hiicresinde
yapisal farkliliklar olusabilir ve hiicrelerin ilaca karsi gegirgenligi azalabilir ya da hiicre
icerisinde ilacin hedefinde degisiklik olabilir. Ortamda antibiyotik bulundugunda
duyarli organizmalar baskilanacagi igin ilaca direngli olanlar yararina bir segilim
olusacaktir. Ancak spontan mutasyon olusma olasihg: 10° — 10™ civarindadir ve bu
nedenle klinikte bu tip diren¢ nadir gérﬁlﬁr.l3

b) Tolerans: Mikroorganizmalarda belirli antimikrobiklere karsi tolerans
gelismektedir. Tolerans; bir antibiyotik maddenin in vitro testlerde minimal bakterisidal
derisiminin (MBK) artmasi sonucu MBK/MIK (minimal inhibitor derisimi) oraninin
32’nin ustune ¢ikisini ifade eder; bu oran normalde 2-4’tiir. Tolerans, otolizinlerin
etkinliginin azalmasi sonucu olup S. aureus ve bazi streptokoklarda goriilmektedir.
Otolizinler mutasyon sonucu Yyitirilmekte veya lipotaykoik asit tarafindan inhibe
edilebilmektedir; ayrica her antibiyotik otolizinleri aktive edememektedir. Sonugta ilgili
antibiyotikle bakterinin tiremesi durdugu halde bakteri bu ilag¢larn 6ldiiriicii ve eritici
etkisine direng gdstermektedir.’

c) Plazmidlere Bagh Direng: Plazmidler kromozomdan bagimsiz olarak
cogalan, kromozom dis1 genetik elementlerdir. Plazmidler antimikrobiklere ve agir
metallere direng genleri yaninda degisik virulans faktorlerini de tasiyabilirler. Klinikte
goriilen direncin ana sorumlusu plazmide bagl direngtir. R-plazmidi denen direng

plazmidleri bir veya daha ¢ok sayida antibiyotige karsi direng genlerini tagimaktadir.



Diren¢ plazmidleri diger duyarli bakterilere transdiiksiyon, transformasyon ve
konjugasyon olaylariyla gegerek direng gen paketini aktarir ve bdylece direncin
yayilmasina neden olur. Viicuttaki normal floranin plazmid transferine kars: bir koruma
sagladigi belirtilmektedir. Normal bagirsaksak florasinin ¢ogunlugunu anaerob
organizmalarin olusturdugu ve anaerob kosullarda plazmid transferinin inhibe edildigi,
bu nedenle normal saghkli barsak florasinin R-plazmidlerine karsi en iyi savunma
mekanizmasioldugu distiniilmektedir.

R-plazmidleri yoniinden mikroorganizmalar 3 gruba ayrilmaktadirlar:

1- Hastane dis1 toplumda bulunan R-plazmidi igeren nonpatojen
mikroorganizmalar: Bunlar diger mikroorganizmalar i¢in R-plazmidi kaynagidir.

2- P. aeruginosa, E. coli ve Serrtia sp. gibi firsat¢1 patojenler: Bunlar bir
antibiyotik se¢ilimi neticesinde R-plazmidi kazanip birden ortaya ¢ikmaktadir. Hastane
ortaminda bulunmakta ve antibiyotik kullanim: dikkatsiz bir sekilde yapilirsa hastane
enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar.

3- Esansiyel patojenler: Bunlar birkez R-plazmidi alirlarsa antibiyotik se¢ilimi
olsun ya da olmasin yayilarak salginlara neden olmaktadirlar. Ornegin
Chloramphenicol’e karsi direngli Salmonella sp.” lerle olusan salginlar bu nedenle
olmaktadir.** Aminoglikozitler, sefalosporinler, kloramfenikol, makrolitler, penisilinler,
sulfonamidler, nitrofurantoin, fusidik aside karsi gelisen direngten genellikle plazmidler

sorumludur.®

2.1.2. Beta - Laktam Antibiyotikler

Beta—Laktam antibiyotikler, bakterilerde hiicre duvarimin yapimina engel
olmaktadir. Bu antibiyotiklerin hedefi, hiicre duvar sentezinin transpeptidasyon evresini
katalize eden “penisilin baglayan proteinler” dir. Beta—Laktam antibiyotikler bu
enzimlerle baglaninca enzimin kendi substratina baglanmasma engel olmakta, boylece
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duvar sentezi engellenmekte ve bakteri lisize ugramaktadir. Giiniimiizde birgok ¢esidi
bulunan beta-laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilarina bakildiginda temelde 4
grupta toplandig: goriilmektedir. Bunlar:

1. Penisilin grubu beta-laktam antibiyotikler

2. Sefalosporin grubu beta-laktam antibiyotikler

3. Karbapenemler

4. Monobaktam grubu beta-laktam antibiyotikler.

2.1.2.1. Penisilinler

Tip alaninda kullanilan en eski antibiyotiklerdir. Bakterisid aktiviteye sahip
olmalari, tim viicuda dagilm gosteren iyi bir farmako kinetik 6zellikleri,
toksisitelerinin az olmasi, ucuz olmas: ve duyarh olan bakteriyel enfeksiyonlarda etkin
sonuglar olusturmasi gibi oOzelliklerinden otiirii pek c¢ok enfeksiyonun tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Penisilin grubu antibiyotikler, bakterinin hiicre duvar sentezi sirasinda
transpeptidasyon asamasinda gorevli olan ve transpeptidaz ismi ile de anilan penisilin
baglayan protein (PBP)’lere baglanarak sentez asamasinda enzimin baskilanmasina
neden olur. Enzimin baskilanmis olmasi peptidoglikan tabakalarina saglam
peptidoglikan monomerlerinin  eklenmesini  engelleyerek duvar biitiinliigiiniin
bozulmasina ve bakterinin dis ortama karsi direncinin kaybma yol agar, stoplazma

zarinmn parcalanmasina ve hiicrenin 6lmesine neden olur.’

2.1.2.2. Sefalosporinler

[k olarak 1940’1 yillarda Cephalosporicum acremonium isimli bir mantardan
elde edilen sefalosporin C’nin bulunmasindan itibaren, giliniimiize kadar molekiiler

ozellikleri siirekli gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin kullanilan antibiyotik



tiirlerinden biri durumuna gelmistir. Birbirinden farkli 6zellikleri ve molekiiler yapilari
ile giiniimiizde dordiincii kusak sefalosporinlere kadar farkli gruplari kullanimdadir.
Birinci kusaktakiler gram pozitif koklara daha fazla etkili iken, li¢iincli kusaktakiler
gram-negatif ¢omaklar iizerine daha fazla etkilidir. ikinci kusak sefalosporinler bu
ozellikleri ile diger iki grup arasinda yer alirlar. Dordiincii kusak sefalosporinlerin gram
pozitif bakterilere etkisi birinci kusak sefalosporinlere gram negatiflere etkisi de ti¢iincii
kusak sefalosporinlere benzerlik gostermekte ve indiiklenebilir beta-laktamazlara karsi
da dayanikli olmalari1 nedeniyle digerlerinden ayrilmaktadir. Sefalosporinlerin artan
gram negatif bakteri etkinlikleri, beta-laktam halkasinin 7. pozisyonunda bulunan
"methoxy” grubu yerine bir hidrojen atomunun yerlesmesi ile gergeklesmektedir.
Sefalosporinler, bakterisid etkilerini penisilinlerde oldugu gibi hiicre duvar sentezinde
rolii olan PBP’leri inhibe ederek ve otolitik enzimleri aktive ederek gosterirler. Gram
negatif bakterilerin hiicre duvar yapis1 gram pozitif bakterilerle kiyaslandiginda daha
incedir. Sefalosporinler peptidoglikan sentezi esnasinda gram negatif bakterinin
peptidoglikan tabakay: periplazmik aralik ve lipopolisakkarid tabakadan ayirarak
yapisal bitiinliigiin bozulmasina neden olur. Otolitik enzimlerin aktivasyonu duvar
sentezinin kisa siirede bozulmasina katkida bulunur. Sefalosporinlerde de yeni
molekiiller gelistikge bakterilerin olusturdugu direng oranit ve direng tirii de artis
gdstermistir. Sefalosporinlere direng baslica ii¢ mekanizma ile gelismektedir. Bunlar: ™
1- ilacin peptidoglikan tabakadan gegisinin engellenmesi,
2- PBP’lerin ilaca affinitelerinin azalmasi

3- Beta-laktamaz enzimi ile ilacin parg¢alanmasidir.
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Tablo 2.1. Parentenal Kullanilan Sefalosporinler.®

1.Kusak Kullamim SekKli Eriskin Dozu Pediatrik Dozu mg/kg/giin
Sefalotin v 0.5-2gr4-6saat 75-125
Sefazolin IV/IIM 0.5-1.5gr6-8saat 50-10
Sefapirin IV/IIM 0.5-29gr4-6saat 40-80
Sefradin IV/IIM 0.5-2gr4-6saat 50-100
2.Kusak

Sefamandol IV/IIM 0.5-2gr4-6saat 100-150
Sefonisid IV/IM 5.5-2gr24saat 40
Sefuroksim IV/IIM 0.75-1.5gr4-6s 100-240
Sefoksitin IV/IM 1-2gr4-6saat 80-160
Sefotetan IV/IM 1-3grl2saat 40-80
Sefmetazol v 2gr6-12 saat -
3.Kusak

Sefoperazon IV/IM 2-4gr8-12 saat 100-150
Seftizidim IV/IIM 0.5-29gr8-12saat 90-150
Sefotaksim IV/IIM 1-2gr4-8saat 100-180
Seftizoksim IV/IIM 1-4gr8-12 saat 150-200
Sefriakson IV/IM 0.5-2gr12-24s 50-100
4.Kusak

Sefpirom IV/IIM 1-2grl12saat -
Sefepim IV/IIM 1-2grl12saat 50

Tablo 2.2. Oral Sefalosporinler.?

1.Kusak Eriskin Doz Pediatrik Doz
Sefaleksin 0.25-1gr6saat 25-100
Sefadroksil 0.5-1gr12-24saat 30
Sefradin 0.25-1gr6saat 25-50
2.Kusak

Sefaklor 0.25-0.5gr8saat 40
Sefuroksim aksetil 0.25-0.5gr12saat 30-40
Sefprozil 0.25-0.5gr12saat 30
3.Kusak

Sefiksim 0.2-12gr24saat 8
Sefpodoksim proksetil 0.2-0.4gr12saat 10
Seftibuten 0.2-0.4gr12saat 9
Sefdinir 0.3-0.6gr12-24saat 7-14
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Tiirkiye’de kullanilan sefalosporinler ise asagidaki Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Tiirkiye’de Bulunan Sefalosporinler.

1. Kusak 2. Kusak 3. Kusak
Sefalotin Sefaklor Sefotaksim
Sefozolin Sefuroksim Seftizoksim
Sefaleksin Sefuroksim aksetil Seftriakson
Sefradin Sefradin Sefoperazon
Sefadroksil Sefoktoksin Seftazidim
Sefiksim

Sefoperazon+sulbaktam

2.1.2.3. Karbapenemler

Beta laktam grubu antibiyotiklerden olan karbapenemler, bugiline kadar
gelistirilen en genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Hem gram pozitif hem de gram
negatif aerob ve anaerob bakterilere etkilidir. Klinik kullanimda bulunan iki iiyesi
imipenem ve meropenemdir. Streptomyces cattleya’dan (bir toprak mantari) tiretilen
tienamisin bu grubun ilk etken maddesidir. Karbapenemler diger beta-laktam tiyeleri
gibi yapisinda beta-laktam halkasiigerirler. Buna karsin diger betalaktamlardan farkl:
olarak 1 pozisyonundaki karbon atomu siilfir ile yer degistirmistir. Ayrica bes iiyeli
halka yapisinin 2 ve 3 numarali karbon atomlari arasinda da satiire olmamus bir ¢ift bag
icerirler. Molekiildeki hidroksietil yan zincirinin beta-laktamaz stabilitesinden
sorumludur. Bu yan zincir, penisilin ve sefalosporinlerin cis konfigiirasyonundan farkli
olarak karbapenemlerde trans konfigiirasyonundadir. Bu farklilik karbapenemlere diger
beta-laktamlara oranla daha giiglii bir beta-laktamaz aktivitesi kazandirir. Meropenem
imipenemden farkli olarak renal dehidropetpidaz- 1 enzimine dayanikli oldugundan
yapisindasilastatin bulunmaksizin tek basina kullanilabilir.” Karbapenemler bdylesine
genis  spektrumlarina ragmen E.faecium ve metisiline direngli  S.aureus,

Stenotrophomonas maltophilia, P.cepacia gibi bakterilere etkisizdir. Bunlarin disinda
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karbapenemler hiicre igine giremediklerindenhiicre igi parazitlere de etkili degillerdir.
Buna karsmn enterobakterilerin ¢ogunu 1pg/ml’lik minimum inhibitdr derisiminin
altindaki bir dozda inhibe ederler. Tiim beta-laktam antibiyotiklerde oldugu gibi
karbapenemler PBP’lere baglanip, bakteriyel peptidoglikan sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Gram negatif bakterilerde imipenem daha ¢ok PBP 1 ve 2’ye, meropenem
de PBP 2 ve 3’e baglanarak etkili olurlar. Oysa diger penisilinler ve sefalosporinler PBP
3’e baglanarak antibakteriyel etkiye yol agarlar. Imipenem belirtildigi gibi gerek gram-
pozitif, gerek gram-negatif bakteriler tarafindan sentezlenen beta-laktamazlara karsi
dayanikhdirlar. Ancak X. maltophilia’nin sentezledigi ¢inko i¢eren beta laktamaz enzim
imipenemi  kolaylikla parcalamaktadir. Imipenem beta-laktamazlar ile hidrolize

dayanikli olmasinin yani sira, beta-laktamazlara kars iyi bir inhibitordiir.*

2.1.2.4. Monabaktamlar

Monobaktamlar igeriginde bulunan monosiklik yapidaki ¢ekirdek nedeniyle
diger beta-laktamlardan farklilik gosteren beta-laktam antibiyotiklerdir. Bu monosiklik
beta-laktamlar Chromobacterium, Agrobacterium, Gluconobacterium, Flexibacterium
ve Pseudomonas gibi toprakta yasayan degisik bakteriler tarafindan tiretilir. Cogu zayif
antibakteriyel etkinlik gosteren bu bilesikler i¢inde giiniimiizde tek kullanilan
monobaktam, Chromobacter violaceum’dan elde edilen aztroenamdir. Aztroenam gram
negatif bakterilere etkili ancak diger bakterilere kars: etkisizdir. Etkinligini gram negatif
bakterilerdeki PBP-3’¢ baglanarak gosterir. Bu baglanma sonucunda bakterinin
yasamasi miimkiin olmayan uzun filamentdz yapilar ortaya ¢ikar. Aztroenama karsi
bakterilerde gozlenen en 6nemli direng mekanizmasi beta-laktamaz aktivitesine bagl
enzimatik inaktivasyondur. Bush siniflamasinda grup 2 beta-laktamazlardan olan ESBL

enzimleri tarafindan kolayca hidrolize edilir. Aztroenama karsi1 gelisen direng, bunun
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disinda PBP 3’teki modifikasyon ve bazi P.aeruginosa suslarinda ortaya g¢ikan dis

membran gegirgenliginin azalmas seklinde de goriilebilir.”

2.1.2.5. Beta — Laktam Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

B -laktam antibiyotiklere direng ti¢ yolla gelisir:

1. B-laktamaz enzimleriyle ilacin inaktivasyonu

2. PBP’lerde olusan degisiklik sonucu antibiyotik hedefine baglanamaz

3. Dis membran proteinlerinde (Outer Membrane Protein, OMP) olusan

Degisiklikler sonucu ilacin hiicre igine girememesi. Gram-negatif bakterilerde
direng her ii¢ mekanizma ile gelisirken, gram pozitif bakterilerde dis membran

olmadigindan direng ilk iki mekanizma ile gelisir.’

a. Beta-Laktamaz Enzimleriyle lacin Inaktivasyonu

B-laktam antibiyotiklere karsi klinikte gelisen direncin en sik nedenidir. Gram

pozitif bakteriler icerisinde beta laktamaz sentezleyen en Onemli patojen S.
Aureus' dur. Bu bakterilerin beta laktamazlar1 serolojik olarak 4 tipe ayrilmistir.
Bunlardan A, B ve C tipleri indiiklenebilen enzimlerdir. D ise konstitiitif olarak
sentezlenmektedir. S. aureus enzimleri plazmid kontroliindedir ve bakteriyofajlar
araciligi ile duyarh hiicrelere gegebilmektedir.

Gram negatif bakterilerde ise beta laktamazlar dis membran ile sitoplazmik
membran arasindaki periplazmik boslukta bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerde
beta laktamaz enzimleri kromozon ya da plazmid kontroliinde sentezlenmektedir.™

1- Kromozomal beta laktamazlar: Pek ¢ok Gram-negatif bakteride kromozom
kontroliinde sentezlenen B-laktamazlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda en 6nemlileri
sefalosporinleri, penisilinlerden daha hizli hidrolize eden, klavulanik asit ve sulbaktam

gibi B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmeyen Richmond-Sykes siniflandirmasina gore
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Tip | olarak belirtilen enzimlerdir. E.coli, P.mirabilis ve Shigella tiilerinde enzim
sentezi yapisal olup genellikle diisiik diizeydedir. P.aeruginosa, Enterobacter tiirleri,
Serratia tiirleri, Morganella morganii ve Citrobacter freundii’de Tip I enzimleri
indiiklenebilmektedir (bir repressor mekanizma ile diisiik diizeyde sentezlenen enzimin
ortamda penisilin veya sefalosporin bulunmasi halinde sentezinde gok fazla artig 0lmasi
durumu). Tip | enzim sentezleyen bakterilerde 10°-107 sikhiginda devaml: yiiksek
diizeyde enzim sentezleyen mutantlar olusmaktadir (derepressed mutant); bunlar yeni
sentezlenen sefalosporinlere direncin bir kismindan sorumludur.®

2- Plazmid kontroliindeki beta laktamazlar: Sayilari 50°den fazla olan bu
enzimler dort ana grupta toplanir:

1. Genis (broad) spektrumlu enzimleri (TEM-1, TEM-2,SHV-1),

2. Oksasilinazlar,

3. Karbenisilinazlar,

4. Daha genis (Extended-spectrum B-lactamase) spektrumlu - laktamaz (ESBL)
enzimler] toplanirlar.

Gram-negatif bakterilerde p-laktam antibiyotiklere karsi gelisen direncin biiyiik
kismindan sorumludurlar. Genis spektrumlu (broad spectrum) enzimler i¢inde en sik
saptanan TEM- 1 ve SHV-1 enzimleridir. Bu enzimler ampisilin, karbenisilin,
tikarsilin, sefalotin ve sefamandole diren¢ olustururken yeni sefalosporinler,
monobaktamlar ve sefamisinlere etkisizdirler. B-laktamaz inhibitorlerine ise
duyarhdirlar. Oksasilinazlar (OXA) oksasilinleri, karbenisilinazlar (CARB) ise
karbenisilini  hidroliz eden enzimlerdir, ilk kez Pseudomonas bakterilerinde
tanimlandiklari igin bu enzimler PSE enzimleri olarak isimlendirilmistir; diger
bakterilerde de bulunmaktadirlar. ESBL enzimler (TEM-3 - TEM-26) ile (SHV-3 -

SHV-5) Klebsiella, E.coli,Citrobacter sp., Serratia sp., Pseudomonas gibi izolatlarda
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bulunmuslardir. Bunlarsefotaksim, seftazidim, seftriakson ve aztroenama Kkarsi direng
olustururlar. Bu enzimler sefoksitin, sefotetan ve f-laktamaz inhibitorlerine
duyarhdirlar. Bu enzimler TEM veya SHV enzimlerinden 1-4 aminoasit de- degisikligi
ile olugsmaktadirlar. TEM veya SHV’ den koken almayan PER-1 gibi ESBL enzimleri

de bildirilmistir. Giiniimiizde ESBL enzimlerinin sayis1 30’u asmis durumdadir.®

b. PBP’ lerdeki Degisiklige Bagh Direng

Bu diren¢ kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. Bu ya PBP’nin beta
laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi yolu ile ya PBP sayisinda azalma olmas: veya
beta laktam antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren yeni PBP ‘in sentezlenmesi yoluyla
olur.Bu mekanizma ile olusan direng bazi gram-pozitif koklarda ve Pseudomonas sp.’de
gozlenmistir. N.gonorrhoeae, N.meningitidis, H.influenzae ve S.pneumoniae’de
gbzlenen pensilin direnci bu mekanizma ile olusmaktadir. PBP’lerde olusan diger bir
degisiklik de bakterinin beta-laktamlara direngli yeni bir PBP sentezlemesidir.
Methicilline direngli S.aureus’da gézlenen direng mekanizmasi da bu tip bir mekanizma

sinifina girmektedir.*®

c. Dis Membran Proteinlerinde (Outer Membrane Protein, OMP) Olusan

Degisikler Sonucu Ilacin Hiicre Icine Girememesi

Son yillarda &zellikle P.aeruginosa izolatlarinda bildirilmistir. Ozellikle
enzimatik direngle birlikte ise onemli diizeyde bir dirence yol agmaktadir. Buna 6rnek
olarak P.aeruginosa’da imipenem direncinin kromozomal B-laktamaz aktivitesi ve D2

porin kaybina bagl olmas: verilebilir.?
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2.2. Gen Transferi

2.2.1. Gen Transferinin Onemi

Antibiyotiklere  direngli  mikroorganizmalarin  varligi  antibiyotiklerin
kullanilmasindan bu yana problem olusturmaktadir. Dogal olmayan bazi ortamlar
mikrobiyal gen aktariminin irdelenebilmesi i¢in uygun modellerdir. Bakteri genetiginde
onemli birgok gelisme, antibiyotiklere karsi gelisen direncin saptanmasi neticesinde
gerceklestirilmistir.

Tipta daha az bir 6neme sahip olan diger bir problem ise, en basta E. Coli olmak
lizere, enterotoksigenik organizmalardan kaynaklanmaktadir. Bu organizmalar
insanlarda ve hayvanlarda gesitli hastaliklara neden olmaktadir. Dogal ortam ve zirai
bakimdan 6nemli olan fenotipler, taginabilir replikonlar tarafindan kodlanmaktadir. Bazi
misaller hari¢ tutulursa bu replikonlarin transferinin dogaya sagladig: yarar belirsiz bir
durumdadir. Ayrica bu tip ¢alismalar antibiyotiklere direnglilik saglayan genlerin
yayilimindaki analoglar, genlerintransmisyonunun biiyiik Olglide 6nem arz ettigini
ortaya koymustur. Rhizobiaceae’nin bir cinsi olan Agrobacterium sp.’den timor
indiikleyici (Ti) plazmidi, virulant olmayan A. radiobacter izolatlarina transfer olarak

bu izolat1 bitkiler i¢in patojenik izolat haline doniistiirdiikleri belirlenmistir.*’

2.2.2. Gen Transferi

Mikroorganizmalar arasi gerek in-vivo gerekse in-vitro kosullarda gen transferi
meydana gelmektedir. Enterobacteriaceae’lerda bu dogal aktarim olgusuna sik¢a
rastlanmaktadir.

Mikroorganizmalarda dogal yollarla  genetik materyal 5  sekilde

aktariimaktadir:'"8
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1- Transformasyon
2- Konjugasyon

3- Transdiiksiyon
4- Elektroporasyon

5- Protoplast Transformayonu

2.2.2.1. Transformasyon

Eger bir mikroorganizma, kendisine DNA kompozisyonu bakimindan yakin olan
baska bir mikroorganizmaya ait genetik materyalleri igeren bir ortamda iiretilirse, belirli
bir zaman sonra sivi ortamdan uygun kati besi yerlerine ekimler yapildigina bazi
kolonilerin degisik morfolojide olduklar1 ve bunlarin genetik materyallerinin ait oldugu
mikroorganizma kolonilerine benzedigi gézlenir. Diplococcus pneumoniae ’nin canh I1-
R izolat1 61dirtlmis 11-S izolatinin DNA materyallerini bulunduran ortamda tretilirse,
belirli bir zaman gegtikten sonra buradan kati1 besi yerine ekimler yapildiginda kati
ortamda tireyen bazi Kolonilerin I1-Skarakterinde oldugu gézlenmistir. Bu olayda, sivi
ortamda tiretilen canli l1-R izolat1 vasatta bulunan ve kendisine genetik olarak ¢ok yakin
olan oli II-S izolatina ait DNA egmentlerinden bazilarini alarak, S-karakterine
doniismiis ve kati ortama ekilince S goériiniimiinde ve patojenik mikroorganizma tasiyan
koloniler meydana gelmistir. Bu deneme in-vivo olarak da ispat edilebilir. Soyle ki
fareler Once Oldiriilmiis I1-S izolatina ait DNA segmentleri verildikten sonra ayni
farelere 11-R canli izolati siringa edilirse, farelerden bazilarinin 61diigii gézlenir. Bu
olayda, in-vivo olarak, II-R izolat1 iirerken, II-S’e ait bazt DNA segmentlerini alarak
patojenik S haline doniismiis ve fareleri Oldliirmiistiir. Kontrol olarak birakilan
6ldiiriilmiis 11-S izolat: ile canh 11-R izolat: verilmis fareler ise canh kalirlar.*®*
Transformasyon asagidaki bes asamada gergeklesmektedir;

1- Ortamda DNA ‘nin var olmasi ya da ortama DNA verilmesi
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2- Resipient konaklarda kompotent asamanin indiiklenmesi

3- DNA ile kompotent hiicrenin iliskiye gegmesi

4- DNA’nin hiicre igresine girmesi ve aktif hale gecmesi

5- Yabanct DNA’nin fonksiyonel olarak integrasyonu ve hiicre operonlarinda

ekspresiyonu.?°

2.2.2.2. Konjugasyon

Bir bakteriye ait genetik maddenin (DNA), ayni cins i¢inde bulunan veya ayni
tirden diger mikroorganizmaya direk temas veya seks pilluslar: aracilig: ile transfer
edilmesine konjugasyon denir. Konjugasyon olay:1 bazi transfer genler tarafindan
gerceklestirilmektir. Bu konuda bilinen en iyi 6rnek E. coli’ deki F faktoriinii (fertilite

faktorii) kodlayan seks pillusu gen transferinde bir kdprii gorevindedir.?

Sekil 2.1. Gen Transferinde Pilusun Bir Koprii Olarak Kullanilmasi

Konjugasyon plazmidle iliskili olarak 10®°de 1’¢ kadar olan bir siklikla

degisebilmektedir. Ayrica herhangi bir plazmidin transfer siklig1 ¢cevresel faktorlerle de
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iligkilidir. Konjugasyon ile genlerin aktariminin dogal ortamlarda, karasal ortamlarda

vesucul ortamlarda gerceklestigi bilinmektedir.?

2.2.2.3. Transdiiksiyon

Genlerin  bir bakteriden diger bakteriye fajlar yardimi ile aktarimina
transdiiksiyon denir. Gram-negatif ( Salmonella sp., E. coli, Shigella sp., Proteus sp.vs.)
ve gram-pozitif mikroorganizmalarda (Staphylococcus sp., basiller, vs.) bu tarz gen
transferine rastlanmaktadir. Bakterilerde transdiiksiyon dogal ortamlarda, karasal

ortamlarda ve sucul ortamlarda gerceklesebilmektedir.*®
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Sekil 2.2. Transdiiksiyon

2.2.2.4. Elektroporasyon

Elektroporasyon kisa aralikli ve yiiksek voltajli elektriksel pulslar uygulayarak
hiicre zarinda gegici delikler olusturmayi amaglayan bir yontemdir. Eger bu porlar
biribirine temas eden iki hiicre arasinda meydana gelmisse, bu durum hiicrenin
flizyonuyla gergeklesir. Hiicre zarinda gegici delikler olusturan hassas voltaj degerinin
iizerine ¢ikilirsa, hiicre zarinda kalici hasarlar meydana gelir.??

Elektroporasyon  diger transformasyon yOntemleriyle gen transferi
gerceklestirilememis bakteriler i¢in basit ve hizli bir transformasyon yontemidir.

Transformasyon verimleri bakteriden bakteriye ve izolattan izolata da farkliliklar
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gostermektdir. Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin birgogu 6nceden transforme

olmaksizin bu ydntemle transforme olabilmektedirler.?%%

2.2.2.5. Protoplast Transformasyonu

Kalin bir peptidoglikan tabakanin varligi ile karakterize gram pozitif
bakterilerde, bu kalinlikta bir tabakaya sahip hiicre duvart DNA molekiiliiniin hiicreye
girisini engelleyen potansiyel bir bariyer olusturmaktadir. Bu nedenle basarili
transformasyon sistemleri daha ¢ok gram-negatif bakterilerde elde edilmistir. Bu sorunu
¢ozmek i¢in gen bilimciler bakteriyel protoplastlari kullanarak transformasyon
gerceklestirirler. Protoplastlarla yapilan genetik manipulasyonlarda elde edilebilecek
olumlu neticeler, hiicre duvarini direk olarak parcalayip daha sonrada hiicreleri osmotik

olarak uygun bir ortama koyarak rejenere olmalarin: saglamakla alinabilir.??

2.3. Kanin Yapisi ve Ozellikleri

Ozgiil agirhig1 1.055-1.065 olan kan, sulu ortamda hareket halindeki 6zellesmis
hiicrelerden olusan kompleks bir dokudur. Vizkozitesi sudan yaklasik 5-6 kat fazladir.
Hacim olarak yetiskin viicut agirhigmm %8’ ini olusturan kanin miktar1 5-6 litredir.

Cocuklarda yetiskinlere gore kan/viicut agirhg1 daha fazladur.?*

Serum: Antikoagiilan eklenmeden kanin bekletilmesi sonucu hiicresel elemanlar
koagiile olmakta ve {istte sar1 berrak kisim olan serum kalmaktadir.

Plazma: Damardan alinan kana antikoagiilan eklenerek santrifiij edilince tistteki
berrak siv1 fibrinojenigeren kisim plazmadir.

Plazma Bilesimi: Plazma elektrolitler, besin maddeleri, metabolitler, proteinler
vitaminler, iz elementler ve hormonlar1 igeren sulu bir ¢6zeltidir. Plazmada ¢oziinmiis

halde bulunan bilesiklerin derisimleri, hiicre stoplazmasindaki derisimlerinden farklidir.
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Kanin Gorevleri: Kanin gorevleri O, CO,, besinler, vitaminler, elektrolitler ve
metabolizma tiriinleri gibi birgcok maddenin tasmmasi, homeostaz, tamponlama, sinyal
taginmast (hormonlar) , viicudun yabanci molekiil ve hiicrelerden korunmasi, onkotik
basincin diizenlenmesi, suda ¢oziinmeyen maddelerin taginmasi, pihtilasma (fibrinoliz)

ve bazi maddelerin bbrekten atilmasim engelleme seklinde 6zetlenebilir.?*

2.4. Sefuroksim Aksetil

Sefuroksim Aksetil (SFA), iki diastereoizomerden olusan ve kimyasal yapi
formiilii (1RS)-1-[(asetil) oksi] etil (6R,7R)-3-[(amino karbonil oksi) metil] -7- [[(Z)-2-
(furan -2-il)-2-(metoksi imino) asetil] amino]-8-okso-5-tiya-1-azabisiklo-[4.2.0] okt-2-

en-2-karboksilat olan bir bilesiktir. A¢ik formiilii Sekil 2.3 *te verilmektedir.

Me,, .OT]/CHB
0. .0 O
0 g
N-OMEN__ N0 SNH
| H | :
N""
S N AS
N\_0 0

Sekil 2.3. Sefuroksim Aksetil’in Kimyasal Yapis1

2.4.1. Sefuroksim Aksetil’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kapali formiiliit C2oH22N4010S olup molekiil agirligi 510.48 g’dir. Beyaz renkli,
acimst tada sahip, amorf yapida pudramsi goriiniimliidiir. Metanol, etil asetat ve
asetonda cok; su, etanol (%96) ve eterde az ¢Oziiniir. Hava gecirmeyen kaplarda,

25°C’yi gegmeyen sicaklikta ve 1giktan korunarak saklanmalidir.?®
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2.5. Sefuroksim Aksetil’in Farmakolojisi ve Etki Mekanizmasi

SFA, antibakteriyel etkiden sorumlu c¢ekirdek kisminda beta-laktam halkasi
iceren sefalosporinlerden 2. kusak bir antibiyotiktir. Sefuroksim'in oralolarak kullanilan
on-ilacidir.® Barsak mukozasinda ve portal dolasim esnasinda hidroliz olarak
sefuroksim'e doniisiir.?” Sefalosporinlerin gerek mide asidine dayamiksiz olmalar1
gerekse emilimlerinin 1y1 olmamasit nedeniyle parenteral kullanimlarinin tercih
edilmesine karsm SFA oral yolla kullanilabilmektedir.”® Sefuroksim, etkisini bakteri
hiicre duvar1 sentezini engelleyerek ve otolitik enzimleri uyararak gdstermektedir.
Sefuroksim, diger sefalosporinler gibi betalaktamazlara karsi oldukca direnglidir ve
ozellikle Escherichia coli, Klebsiella spp.,Proteus mirabilis, Moraxella subgenus,
Branhamella catarrhalis, Neisseria gonorrhaeae, Streptococcus spp., Staphylococcus
spp.veHaemophilus influenzae iizerine oldukg¢a iyi etkinlik gosterir. Bunun yaninda
genel olarak ampisiline direngli suslar da dahil olmak iizere tiim suslara karsi iyi
etkinlik géistermektedir.28 Gram pozitif koklara 1. Kusak sefalosporinler kadar etki
gostermekte ve bu nedenle 6zellikle alt solunum yolu enfeksiyonlarinda tercih edilen
sefalosporinler arasmda yer almaktadir.?® Sefuroksim plazma proteinlerine %50’ye
varan oranlarda baglanmaktadir ve bobrek yetmezligi halinde dozun ayarlanmasi
gerekmektedir.*® Yapilan calismalarda, sistematik dolasimda SFA’ya rastlanmadigi,
idrar ornekleri baz alinarak yapilan biyoyararlanim testlerinde yemekten 6nce alinan
SFA’dan %30 oraninda biyoyararlanim elde edilirken yemekten sonra alindiginda bu
oranin %40-50 dolayimnda oldugu tespit edilmistir.*'Baska bir calismada, disi bireylerdeki
biyoyararlammin erkek bireylere oranla %3-4 oraninda diisik oldugu bulunmustur.*
Yapilan bagka bir ¢alismada SFA’nin inflamasyon bolgesine gecisinin %92 ve serum

yarilanma Smriiniin 1.25 saat oldugu belirtilmistir.** Bu 6zelliklerinin yan1 sira SFA’nin

23



glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon yoluyla atildig1 ve bu yolun sefalosporinlerin

genel atilim prensiplerine uydugu da belirtilmektedir.**

2.6. Sefuroksim Aksetil ile Gerceklestirilen Calismalar

Piva ve ark.®® kat1 faz ekstraksiyon (Cig, 3 mL, 200 mg) yontemini kullanarak
plazmada sefuroksim miktar tayinini HPLC yontemiyle gerceklestirmislerdir. Kat1 faz
ekstraksiyonunda 1 mL plazmaya 100 pL IS (40 ug/mL) ve 100 uL %34 H3PO, ilave
edildikden sonrabu karigimm 600 uL’si sartlanmis kartusa verildikten sonra 3 mL su ile
yikandiktan sonra 800 pL asetonitril: su (90:10, h/h) karisimi ile ekstrakte edilmistir.
Calismada, internal standart (I1S) olarak sefazolin, hareketli faz olarak pH 2.7 olan 20
mM KH,PO,: asetonitril (80:20; h/h) ¢bziicii karisimi, 100 L enjeksiyon hacmi ve 274
nm dalga boyu kullanilmistir. Yontemin LOQ ve LOD degerleri sirasiyla 0.1 pg/mL ve

0.05 ug/mL olarak belirlenmistir.

Al-Said ve ark.*® HPLC yontemiyle sefuroksim’in iki ayr1 farmasotik formu olan
Zinnat® ve Cefuzime®’in biyoesdegerlik ¢calismasimi gergeklestirmislerdir. IS olarak
sefaleksin, 50 pL enjeksiyon hacmi, Supelcosil LC-18DB (5 um, 4.6x150 mm) kolon,
2.0 mL/dk akis hizi, 280 nm dalga boyu ve pH 3’ ¢ ayarlanmis 0.05 M
KH,PQOg:asetonitril  (90:10, h/h) den olusan hareketli faz c¢alisma parametreleri
kullanilmistir. Analiz siiresi ortalama 12 dakika, LOQ degeri de 0.25 pg/mL olarak

tespit edilmistir.

Tsai ve ark.*” mikrodializ ile rat beyni ve kan da sefuroksim miktar tayinini
HPLC yontemiyle belirlemislerdir. Beyinden perfiizyon i¢in 1 mL/dak akis hizinda
ringer ¢ozeltisi (147 mM Na+, 2.2 mM Ca+, 4 mM K+, pH 7.0) kullanilmistir. Kan
dialisatlar1, kesintisiz enjeksiyon ile kromatografik sisteme gonderilmistir. Beyin

dialisatlar1 ise biriktirildikten sonra 10 pL’lik hacimlerde enjekte edilmistir. Calismada
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280 nm dalga boyu, pH 5’¢ ayarlanmis metanol:100 mM monosodyum fosforik asid
(25:75, h/h) den olusan hareketli faz ve 0.05 mL/dk akis hiz1 kullanilmistir. Ydntemin

LOD degeri 5 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Rosseel ve ark.*® bronkoalveoler lavaj sivisnda HPLC ydntemiyle sefuroksimin
miktarmi tayin etmiglerdir. Sefuroksim ve sefaloridin (IS) nin stok ¢ozeltileri (1
mg/mL) 0.02 M pH 6 fosfat tamponunda hazirlanmis ve -70 °C’de saklanmistir. pH 3.2°
ye ayarlanmig asetonitril:0.05 M amonyum fosfat tamponu (15:85, h/h) olusan hareketli
faz, 280 nm dalga boyu, 40 puL enjeksiyon hacmi ve oda sicakligi ¢alisma parametreleri
kullanilmugtir. Sefuroksim’in 9.17 dakikada sefaloridin ise 6.25 dakikada pik verdigi
gbzlenmistir. Yontemin LOQ degeri 5 ng/mL, LOD degeri ise 1 ng/mL olarak tespit
edilmistir. Bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisi, giinde 500 mg SFA kullanan hastalardan
fiberbronskopi sonrasinda alinmistir. Ters faz Cig kartuslar da kati1 faz ekstraksiyon

yontemi kullanilmastir.

Garrafo ve ark.*® sefuroksim’in oral kullammli iki farkli dozaj formunun
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini HPLC yontemini kullanarak
karsilastirmuslardir. Calismada, 1S olarak sefaloridin, hareketli faz olarak 0.05 M fosfat
tamponu: asetonitril (85:15, h/h) ¢oziicii karisimi, 273 nm dalga boyu, ters faz Cig
Lichrospher kolonu, 20 uL enjeksiyon hacmi kullanilmistir. Y6ntemin, LOD degeri
0.06 mg/L olarak, 0.1-10 mg/L derisim araliginda dogrusallik gosterdigi belirlenmistir.

Giini¢i ve giinler aras1 varyasyon katsayilar1 %5’in altinda tespit edilmistir.

Faouzi ve ark.*’ sefaloridin, sefuroksim ve seftazidim’in %0.9 NaCl ve %3
glikoz c¢ozeltilerine ilave edilerek hastalara verilmesi esnasindaki stabilitesini
incelemiglerdir. HPLC sistemi ile yapilan ¢calismada 254 nm dalga boyuna ayarli diode-

array dedektor kullanilmistir. Yapilan analizler de asetonitril : %0.2 trietilamin (pH:2.5)
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bilesenlerinden, degisik oranlarda olusturulmus 3 farkli hareketli faz denenmistir.
Alikonma zamanlar1 sefaloridin igin 2.41 dk, sefuroksim i¢in 3.38 dk, seftazidim igin

ise 1.93 dk olarak tespit etmislerdir.

Lovdahl ve ark.** sefuroksim’in chinchilla tiirii hayvanlarmn ortakulak sivisindaki
miktarmi1 HPLC yontemiyle sefpodoksim IS kullanarak tespit etmiglerdir. Plazma ve
diger biyolojik sivilarm HPLC’ye enjekte edilebilir hale getirilmesi islemlerinde 50
uL’lik 6rnek tizerine 50 pL IS (sefuroksim, 40pg/mL) ilave ederek tiibe alinmis ve 2
mL asetonitril ile proteinleri ¢oktiiriilmiistiir. Karistirildiktan sonra 1500 rpm'de 10 dk
santriflij edilerek asetonitril baska bir tiipe alinmig ve 50 °C’de azot gaz1 varliginda
kurutulmustur. Kalmt1 75 pL hareketli fazla ¢oziilmiis ve 25 pL’lik porsiyonlar halinde
enjekte edilmistir. Hareketli faz olarak (25 mM asetat tamponu-15 mM
trietilamin):asetonitril (92.5:7.5), akis hiz1 0.35 mL/dk ve 254 nm dalga boyundaki UV
dedektor, Hypersil Cig (250 x 2.1 mm, 5 um) kolon kullanilmistir. Alikonma zamanlar1
sefpodoksim i¢in 3.5 dk, sefuroksim i¢in 5.9 dakika; yontemin LOQ ve LOD degerleri

sirastyla 0.05 pg/mL ve 0.02 pg/mL olarak belirlenmistir.

Lee ve ark.*” HPLC vyontemiyle sefuroksim, sefoksitin, sefaleksin ve
sefaloridin’in plazmada miktar analizlerini gergeklestirmislerdir. Bu amagla 254 nm
dalga boyu, 1.0 mL/dk akis hizi, sefotaksim i¢ standardi, asetonitril: asetat tamponu
(pH 4.3) (15:85, h/h) hareketli fazi, 25 pL enjeksiyon hacmi, saflagtirma amaciyla
Corasil RPG 18 kolon ve analizde Partisil ODS-3 kolon kullanilmistir. Ali konma
zamanlar1 Sefaleksin 6.2 dk, Sefotaksim 8.7 dk, Sefuroksim 10.3 dk, Sefoksitin 12.2 dk,
Sefaloridin 17.3 dk olarak belirlenmistir. Yontemin dogrusallik araligi 1 =100 pg/mL ve

LOD degeri 0.5 pg/mL olarak tespit edilmistir.
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Eldingy ve ark.*® sefuroksim ve sefadroksil’in idrar i¢indeki miktar tayininde 1.
tiirev spektrofotometrisi ve HPLC ydntemini gelistirip gecerlilik testlerini yapmiglardir.
Calismada sefuroksim ve sefadroksil maddelerinin 0.1 N NaOH igerisinde 2-10 pg/mL
derisim araliginda sirasiyla 292.5 ve 267.3 nm dalgaboylarinda 1. Tiirev spektrumlart
almmistir. HPLC yonteminde ise, sefuroksim i¢in 2-10 pg/mL derisim araliginda su:
asetonitril:asetik asit (85:15:0.1, h/h/h) hareketli faz1 ile 1.5 mL/dk akis hiz1 ve 275 nm
dalga boyu, sefadroksil i¢in ise 5-20 pg/mL derisim araliginda 0.003% heksansiilfonik
asit sodyum tuzundan olusmus ve fosforik asit ile pH 3’e ayarlanmis 0.02 M potasyum
dihidrojenfosfat-asetonitril (95:5; h/h) tamponu ile 2 mL/dk akis hiz1 ve 260 nm dalga

boyu calisma parametrelerini kullanarak analizleri gerceklestirmislerdir.

Ayad ve ark.* sefotaksim ve sefuroksim sodyumun analizleri igin
spektrofotometri ve atomik absopsiyon spektrofotometrisi yOntemlerini gelistirip
gegerlilik testlerini yapmuslardir. Spektrofotometrik yontemi, maddelerin pi-donéri gibi
davranarak 7,7,8,8-tetrasiyanokiinodimetan (TSNK) ile veya pi-akseptorii gibi
davranarak p-kloranilik asit (p-KA) ile renk verme yetenegi yiiksek kompleksler
olusturmasi tizerine kuruludur. TSNK ve p-KA komplekslerinin 6l¢timleri sirasiyla 838
ve 529 nm dalga boylarida yapilmustir. Sefotaksim ve sefuroksim sodyumun TSNK ile
olusturduklar1 kompleksler sirastyla 7.6-15.2 ve 7.1-20.0 ug/ml, p-KA ile olusturduklar1
komplekslerin ise sirasiyla 95.0-427.5 ve 89.0-400.5 pg/mL derisim araliginda Beer
yasasmna uyum gosterdigi gozlenmistir. Atomik absorbsiyon spektrofotometrisi
yontemiyle analizler ad1 gegen maddelerin alkali hidrolizinin ardindan glimiis nitrat ya
da kursun asetat ile reaksiyonlarina dayanmaktadir. Elde edilen ¢okeleklerin igerigi,
kursun ve glimiis miktar1 lizerinden dogrudan veya reaksiyona girmeyen kursun ve
giimils miktar1 lizerinden dogrudan olmayan yontemle tayin edilmistir. Sefotaksim ve

sefuroksim sodyumun, Ag(I) kullanilarak yapilan tayininde sirasiyla 1.9-11.4 ve 1.78-
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8.90 pg/ml, Pb(Il) kullanilarak yapilan tayininde ise sirasiyla 14.2-57.0 ve 13.3-53.4

pg/mL derisim araliginda Beer yasasina uyum gosterdigi belirtilmistir.

Murillo ve ark.* farmasétik dozaj formlarida sefuroksim miktar tayini igin
spektroflorometrik yontem gelistirilmislerdir. Yontem, sefuroksim’in 0.1 M NaOH
varligindaki hidrolizini takiben 100 °C’de 60 dakika 1sitilmasi sonucu meydana gelen
floresan 6zellik gosteren tilirevinin analizi lizerine kuruludur. Floresans 6zellik gdsteren
iriiniin 380 nm’de eksitasyon ve 436 nm’de emisyon verdigi gozlenmistir. Yontemin
0.05 — 1.70 pg/mL derisim araliginda dogrusallik gosterdigi ve LOD degerinin de

1.0x10% pg/mL oldugu tespit edilmistir.

Sciacchitano ve ark.*® miselsi elektrokinetik kapiler kromatografisi (MECC)
yontemi kullanilarak bes farkli sefalosporinin (sefuroksim, sefaleksin, sefapirin,
sefamandol nafat ve sefalotin) ayrimini gergeklestirmislerdir. Analizler i¢cin 72 cm x 50
um ID kapiler kolon, 30 °C’de hidrostatik enjeksiyon, 306 V/cm voltaj ve 5 saniye
enjeksiyon zamani ve 20 mM sodyum borat, 200mM SDS, 100 mM pentansiilfonik asit
karisimindan olusan ¢alisma ¢ozeltisi kullanilmisdir. Analitler 210 nm dalga boyunda
UV detektor ile dedekte edilmistir. Go¢ zamanlar1 sefuroksim 13.5 dk, sefaleksin 18.5
dk, sefapirin 19.5 dk, sefamandol nafat 22 dk, sefalotin 26 dakika olarak tespit

edilmistir.

Pajchel ve ark.”” da kapiler zon elektroforez (CZE) ve miselsi elektrokinetik
kapiler kromatografisi (MECC) yontemlerini kullanarak sefuroksim sodyum, sefazolin,
seftriakson sodyum, sefoperazon sodyum ve seftizidim maddelerinin  ayrimimni
gerceklestirmislerdir. CZE igin Na,HPO, (3,12 g/L), sodyum tetraborat (7,63 g/L) ve
MECC igin sodyum dodesil siilfat’tan (SDS) (7, 10, 14 g/L) olusan pH 5-8’e ayarlanmis

elektrolit ¢ozeltileri kullanilmigtir. pH calismasinda, pH 6-7 araliginda hem CZE hem
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de MECC ig¢in dogrusal bir grafik elde edilmis ve ¢alisma igin pH 6.5 olarak
belirlenmistir. Aletsel parametreler olarak, dedeksiyon 214 nm’de UV dedektorle,
aymrim da 60 cm x 75 um ID kapilerde, uygulanan voltaj 18 kV kullanilmistir. Ayirimin
daha iyi saglanabilmesi i¢in sisteme 17.4 g/L pentansiilfonik asit eklenmistir. Bu ilave,
ozellikle sefuroksim ve sefazolinin aywrimini kolaylastirmistir. G6¢ zamanlar1 ise
seftazidim igin 7.4 dk, sefaperazon igin 7.7 dk, sefotaksim igin 8.0 dk, sefuroksim i¢in

8.3 dk, sefazolin i¢in 8.4 dk ve seftriakson igin ise 11.1 dk olarak tespit edilmistir.

Lin ve ark.*® kapiler elektroforez yontemiyle fosfat, sitrat, ve 2-(Nmorfolino)
etansulfonat (MES) tamponlar1 kullanarak 12 farkli sefalosporinin ayirimi iizerine
tampon ¢o6zeltilerin pH’s1, derisimi ve elektrolit miktarinin etkisini incelemislerdir.
Caligmalar sonucunda tampon pH’sinin belirleyici etkisinin yaninda tampon derisiminin
de ozellikle sefuroksim ile sefazolin, sefaleksin ile sefaklor, sefotaksim ile sefapirin’in
ayrilmasinda 6nemli roli oldugu bulunmustur. Sefalosporinlerin sitrat ve MES
tamponlarindaki elektroforetik ve elektroozmotik hareketliliginin fosfat tamponu ile
elde edilenlere gore belirgin derecede farkli oldugu bulunmustur. Sitrat tamponu ile
yapilan deneylerde en uygun derisim araligir 35-45 mM gibi dar bir alan olarak tespit
edilirken MES tamponu kullanilan deneylerde bu aralik 300 mM’a kadar ¢ikmaktadir.
Sitrat ve MES tamponlar1 ile gergeklestirilen ayirmun fosfat tamponu ile
gerceklestirilenden daha 1yi sonuglar verdigi goriilmiistiir. Sitrat tamponu ile pH 5.0’in
altinda yapilan ayirimlarda elektroforetik hareketin elektroozmotik harekete biiyiik

iistiinliigiiniin olmasia ragmen bazi sefalosporinler dedekte edilememistir.

Bernacca ve ark.*® sefuroksimin pH 1.0-10.0 arahgmndaki polarografik
davranisin1 ve asidik ortamdaki indirgenme mekanizmasini incelemislerdir. Madde
asidik ortamda kuvvetle adsorbe edilirken noétral ve alkali ¢ozeltilerde elektrot

reaksiyonu adsorpsiyondan etkilenmemistir. Metoksiimino grubunun asidik ortamdaki
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amin tiirevinin kinetik davramiginin da incelendigi calismada tiim elektrot siireci
heterojen bir protonlama basamagi tarafindan kontrol edilmistir. Diferansiyel puls
yontemiyle pH 2.0 dolayinda yiiksek adsorptivite sebebiyle 1x10® M derisimde analiz

yapilmasmin miimkiin oldugu vurgulanmistir.

2.7. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis bir
analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif, kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarmin aydinlatilmasinda
spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Spektroskopi kavrami onceleri
goriiniir bolge 1sminin ¢esitli dalga boylarina ayrilip spektrumlarinin elde edilmesi i¢in
kullanilirken giiniimiizde ise elektromanyetik 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen
genel bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir.® Onceleri sadece elektromanyetik 1s1ma
ile madde arasindaki etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin icin spektroskopinin
kapsam1 madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesimleri de icerecek sekilde
genigletilmistir. Elektromanyetik 1s1ma uzayda ¢ok biiyiik bir hizla hareket eden dalga
ve parcacik yapisinda bulunan, pek cok yapiya girebilen bir enerji seklidir.>*

Elektromanyetik 1smnin madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yayilmasi inceleniyorsa sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Ismmin  molekiiller tarafindan sogurulmasi
molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiytikliigiine vb.
ozelliklerine bagli oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve
stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis bir
alanda uygulanmaktadir. Spektroskopik ¢aligmalarda madde iizerine dalga boyu 110 nm
den 30000 nm’ye kadar degisen cesitli 1ginlar gonderilir. Biitiin bu dalga boylarmi
verecek ve hangi dalga boylarmin absorplandigini tespit edecek tek bir cihaz yapmak
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miimkiin olmadigindan, belirli dalga boylar1 arasinda calisan cihazlar gelistirilmistir.
110-1000 nm dalga boylarindaki isinlarla ¢alisan cihazlara ultraviyole ve goriiniir alan,
2500-25000 nm dalga boylarinda calisan cihazlara infrared ve dalga boylar1 yiizlerce
metreye kadar degisen radyo dalgalariyla c¢alisan cihazlara da niikleer manyetik
rezonans cihazlar1 denir. Bu cihazlarin gecerli olduklar1 alan spektroskopilerine de
sirastyla Ultraviyole ve Goriiniir (UV-Visible), Infrared (IR titresim) ve Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri ad1 verilir.***? Analitik amaglar i¢in dnemli
spektral bolgelerin dalga boyu ve dalga sayisi araliklarini gdsteren diyagram Sekil

2.4°te verilmistir.
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Sekil 2.4. Elektromanyetik 1sinlarin sistematik olarak tanimlanmasi

2.7.1. Isimin Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan

gecirilirse, igindenbazi dalga boylarmin kayboldugu goriiliir. Buna 151min absorplanmasi
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denir. Absorpsiyonla 1sin enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilir.
Boylece 151 enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale
gecerler. Uyarillmis bir atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladigi 1sin enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner.
Madde tarafindan absorplanan 151n enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur
ve madde az c¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise absorplanan 1sin enerjisi daha uzun dalga
boylu 1sinlar halinde yaymlanir. Buna fotoliiminesans olayidenir. Bu olaym ¢ok kisa
sureli olanina floresans, daha uzun siireli olanina fosforesansadi verilir.

Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, bagka bir
maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine 06zgii bir absorpsiyon
spektrumu vardir. Absorpsiyon spektrumlarigenel olarak iki kisma ayr111r.53

1- Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

2- Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari

2.7.1.1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

Polikromatik UV veya Goriiniir Bolge 1sm1 civa veya sodyum gazi gibi tek
atomlu bir ortamdan gecirilirse demetten bazi 1smlarin kayboldugu goriiliir. Sodyum
buharindan 1sin gegirildiginde sar1 1smimn kayboldugu goriliir. Sar1 1smin sodyum
atomlar1 tarafindan adsorplanmasi, sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan
bir elektronun sar1 151n1 absorplayarak 3p enerji seviyesine ¢ikmasiyla ac¢iklanabilir.

Atomlarda, en dis tabaka elektronlar1 ultraviyole ve goriiniir bolge isinlarla
uyarildiklar1 halde, i¢c tabaka elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarmi
uyarabilmek i¢cin X-1smlar1 kullanilir. X-1ginlar1 goriiniir bolge 1sinlarindan daha fazla

enerjilidirler.
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Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi iizerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarinin uyarilmasi iizerine

kurulmus olan spektroskopi dalina da X-1smlari spektroskopisi denir.

2.7.1.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiller, UV,  goriiniir ve infrared isinlar1 ile uyarildiklar1 zaman,
kuantlasmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler ve 1sin ile olusturulabilen
titresim ve donme gegisleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi E;

Et = Eelektronik + Etitresim T Edonme
dir. Elektronik gegis enerjisi; molekiiliin gesitli dis orbitallerindeki elektronlarla iliskin
enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iligkin enerji, donme enerjisi ise
molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iligkin enerjidir.24'25 Titresim ve donme

gegisleri ¢ok atomlu molekiiller i¢in gegerlidir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bir molekiil i¢in elektronik, titresimsel, rotasyonal enerji seviyelerini gosteren

enerji diyagrami

Elektronik gecisler dalga boylar1 200-800 nm arasinda olan ultraviyole ve
goriinilir alan 1smlariyla gerceklesir. Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik
absorpsiyon spektroskopisinden ayrilan en Onemli yani; atomik absorpsiyon
spektroskopisinde birbirinden farkli dalga boylarinda keskin c¢izgiler meydana
gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarmi
icine alan genis absorpsiyon bantlarinin meydana gelmesidir. Bir molekiiliin UV-
Goriintir alan spektrumu, molekiiliin bag elektronlarindan birinin bir foton enerjisini
absorplayarak bir iist elektronik seviyeye gegmesi seklinde agiklanabilir.

Bir maddenin ¢dzeltisinden polikromatik bir 151n demeti gecirildiginde, demette
bulunan bazi 1sinlar madde tarafindan absorplanir ve 1s1n demeti ¢ozeltiden siddetinden

bir miktar kaybederek cikar’>3(Sekil 2.6) .
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Sekil 2.6. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren P siddetindeki 15 demetinin P siddetine

(

diismiis olarak ¢ikmasi

Cozeltiye Py siddetinde giren 151n ¢ozeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 15mn
absorblayan atom veya molekiiller arasindaki etkilesimin sonucu olarak 1sinin giicii
Po‘dan P ’ye diismiis olur. Buna goére 1sin demetinin ortamdan ge¢me oranina
51-53

gecirgenlik ( T ) ad1 verilir

T=L
P

0

seklinde gosterilir.

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

A= -og,,T = - log PE

0
seklinde formiile edilir. Calismalarda absorplanan 1sin miktar1 ya gecirgenlik ya da

absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:

%T = i100
P

0
Bir ¢ozeltinin absorbansi, 1smin ¢ozelti icinde aldigi yolla (b) ve c¢ozeltide
absorpsiyon yapan taneciklerin derisimiyle (c¢) dogru orantilidir. Bu iliski Lambert-Beer
kanunu olarak adlandirilir:
A=¢eb.c
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seklinde verilir ve burada & molar absorbans ya da molar absorptivite olarak
adlandirilir.
Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir.

P=Po. 10 "

2.7.2. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunu sadece c¢ok seyreltik c¢ozeltilere uygulanabilen bir
kanundur. Bunun nedeni yiiklii taneciklerin birbirinin yiik dagilimimi etkilemeleri veya
degistirmeleridir. Yiik dagilimi degisen bir tanecigin absorplama kabiliyeti cok degisir.
Bu da derisimle absorbans arasindaki lineer bagmtmin bozulmasma neden olur.
Absorplayan maddenin derisimi diisiik olabilir fakat yaninda bulunan maddelerin
derisimi yliksek olursa yine sapma gozlenebilir. Kanundan sapmalar ortamda yiikli
tanecikler bulundugu zaman daha da biiyiik olur. Sapmalar;>
1- Cihazdan gelen sapmalar
2- Kimyasal maddelerden gelen sapmalar

3- Analizci hatasindan gelen sapmalar

seklinde tice ayrilabilir.

2.7.3. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 151nin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans ya da gecirgenligini 6lgmek icin kullanilan bir cihazdir.
Ultraviyole-Goriiniir Bolge spektrofotometreleri, 110 nm’ den 1000 nm arasinda
degisen dalga boylarinda ¢aligirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu araliginda
calisan cihazlar vakum tertibath ve olduk¢a pahali cihazlardwr. Bundan dolay1
laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometri cihazlar1 200 nm ile 800 nm dalga boyu

araliginda ¢aligmaktadirlar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 151 kaynagi olarak
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doteryum ve tungsten olmak iizere iki lamba kullanilmaktadir. 160-375 nm araliginda
1s1n lretmek i¢cin doteryum lambasi, 350-2500 nm arasinda 1sin iiretmek i¢in tungsten

158 Ultraviyole-Gériiniir  Bdlge  spektrofotometreleri

lambas1  kullanilmaktadir.
yapilarma gore iki kisma ayrilir;

1- Tek 1s1l1 spektrofotometreler

2- Cift 1s1nh spektrofotometreler

2.7.3.1. Tek Isinh Spektrofotometreler

Absorbsiyon ve % gecirgenlik Ol¢iimlerinde kullanilan basit, ucuz ve bakim
kolaylig1 olan bir cihazdir. Tek 15l spektrofotometreler asagida gosterildigi gibi 151
kaynagi, dalga boyu segici, filtre veya monokramatdr, 1sin yoluna konacak eslenik iki
hiicre, dedektor, ylikseltici ve bir gosterge aletinden olusur. Absorbsiyon ve %
gecirgenlik okumak i¢cin 6nce numune bdlmesine referans madde konularak alet ve
referans hiicreye gore cihaz sifirlanir. Daha sonra numune hiicresi konur ve 6l¢iim
yapilir ( Sekil 2.7).

Isin kapagi

I ” Referans Fotodedektor

Tes) Gosterge

50
| I‘I-—-\'~-‘~>

Numune
hiicresi

hv Filtre veya
7| monoknomatsr

Sekil 2.7. Tek Isinli spektrofotometre cihazinin sematik gosterimi

2.7.3.2. Cift Isinh Spektrofotometreler
Modern spektrofotometrelerin pek ¢ogu ¢ift 1l tasarima sahiptir. Bu cihazlar
tek 151l cihazlara gore hem optik hem de elektronik yonden daha karmasiktirlar. Cift

ismlt spektrofotometreler 190-800 nm araliginda calismak {izere tasarlanmiglardir.
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Cihaz sira ile devreye giren tungsten ve doteryum lambalari, yansitmali granting
monokromatorii ve bir fotogogaltic1 dedektorii ile donatilmistir. Bu cihazlardaki 1sin
boliicli, motorla donen, ti¢ bolmeli bir disktir ve “cop1” admi alir. Copirin iig¢
bolmesinden biri saydam, ikincisi yansitici, liglinciisii ise opaktir. Her doniiste dedektor,
{i¢ ayr1 sinyal alir. Bu sinyallerin ilki P, a, ikincisi P’ye, ti¢iinciisii de karanlik akima
karsilik gelir. Ug sinyal, elektronik olarak islenerek numunenin gecirgenligi veya
absorbans1 gostergeden okunur. Cift 1sinli cihazlar, 151k kaynagindaki biitiin
dalgalanmalar1 giderebilme, kagak 1sinlar1 ve sacilan 1smlardan gelen sapmalari
minimize etme ve ylikselticideki voltaj degisikliklerinden fazla etkilenmeme gibi iistiin
ozelliklere sahiptirler (Sekil 2.8). Giinlimiiz modern optoelektronik teknolojisinin
iirtinlerinden olan ¢ok kanalli veya diod serili spektrofotometrelerdir. Bu cihazlar, ¢ok

kisa zamanda biitiin Ultraviyole, Goriiniir Bolge spektrumunun kaydini miimkiin kilar.

i“\):wb
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Sekil 2.8. Cift 1s1nl1 spektrofotometre cihazinin sematik gdsterimi

2.7.4. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazinin Kullanim Amaglan

1. Kalitatif Analiz
2. Kantitatif Analiz

3. Molekiil Yapismi Aydmnlatma
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2.7.4.1. Kalitatif Analiz ve Molekiil Yapisim1 Aydinlatma

Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum,
her yoOniiyle ayni sekilde daha once alinmis olan spektrumlarla karsilagtirilir.
Bilinmeyen maddenin spektrumu daha onceki madde spektrumlarindan hangisine
uyuyorsa, bilinmeyen madde o maddedir. Bilinmeyen madde, bilim diinyas: tarafindan
bilinmeyen yeni bir madde degil, sadece analizi yapan kisi tarafindan bilinmeyen
maddedir. Bundan baska maddenin ne oldugu biliniyor fakat saf olup olmadig:
bilinmiyorsa, maddenin spektrumu alinir. Spektrumda beklenmedik piklerin goriinmesi
maddenin saf olmadigini gosterir. Ayrica, ultraviyole 1sinlarla yapilan spektrofotometrik
Olciimlerde benzer kromofor gruplarin kalitatif tayininde de yararl olur. Cok karmagik
yapilt organik molekiillerin bile, fonksiyonel gruplar disinda kalan kisimlari, 180 nm’
den daha uzun dalga boylarina kars1 gecirgendir. Onun i¢in, 200-400 nm araliginda bir
veya daha ¢ok pik gozleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikiirt, halojen
gibi hetero atomlarm varligini1 gosterir. Cogu zaman, analitin spektrumu, ¢ok sayida
kromofor grup igeren ve yapisi bilinen baska bir molekiiliin spektrumu ile
karsilagtirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir edinilebilir. Fakat genel
bir kural olarak, analitin kesin yapisin1 anlamak i¢in yeterli ayrintil1 bilgileri, utraviyole
spektrumlarinda bulamayiz. Bu ylizden, ultraviyole spektrumlarindan elde edilen
kalitatif veriler, NMR, MS gibi bagka fiziksel ve kimyasal verilerle desteklenmeli
miimkiinse ¢6ziiniirliik, erime noktasi, kaynama noktasi gibi bilgilerle birlestirilmelidir.

Kalitatif analiz amach ultraviyole spektrumlar1 genelde analitin seyreltik
cozeltileri kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlari
alinabilirse, daha ayrmtili ve dolayisiyla daha yararl spektrumlar ele gecer. Ultraviyole-
Goriiniir Bolge spektroskopisinde kullanilacak ¢oziiciiniin bu bdlgedeki i1sinlar i¢in

gecgirgen olmasi ve numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde ¢6zmesi gerekir.
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Ayrica ¢oziicii ile absorpsiyon yapan tiir arasindaki miimkiin etkilesmeleri de hesaba
katmak gerekir. Ornegin, su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢oziiciiler, spektrumdaki
titresim ayrintilarmi Ortme etkisi gosterirler. Polar ¢dziiciiler, hem spektrumun
titresimlerinden ileri gelen kiigiik piklerin kaybolmasina, hem de absorpsiyon

bandlarinin ve dolayisiyla piklerin esas yerlerinden kaymasina neden olurlar.>

2.7.4.2. Kantitatif Analiz

Ultraviyole ve Goriiniir Bolge absorpsiyon spektroskopisi, kimyacilarin kantitatif
analizlerde en c¢ok faydalandiklar1 tekniklerden biridir. Kantitatif analizde, ilk 6nce
analizi yapilacak maddenin en 1yi absorbans yaptig1 dalga boyu bulunur ve bu dalga
boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan derisimlerde
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 okunur. Derisime karsi absorbans grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen maddenin derisimi
kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica secilen dalga boyu sabit tutularak

absorbtivite katsayis1 da belirlenmeye calisilir.

2.8. Tiirev Spektrofotometrisi Yontemi

Tirev spektrofotometresi, tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasma dayali bir
analiz yontemidir. UV-Goriiniir Bélge calismalarimdan ¢ok daha genis bir uygulama
alant bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriiniir Bolge spektrumlarinda {ist iiste binen,
cakisan bantlar daha ¢ok goriiniir ve ayirim giicii zayiftir. Bunun yaninda sinyal /giiriiltii
(S/G) orani da diisiiktiir. Tirev uygulamalar1 bu sorunlara belli oranlarda ¢6ziim
getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve ¢0ziimlenmemis bantlar1 iceren
spektrumlarin ayirim giiclinii artirmistir.

Tiirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi vererek bunun omuz

noktalar1 ile doniim noktalarmin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir
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bilesik daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Orijinal spektrumlarda iist {iste
binen ¢akisan bantlar varsa, bu spektrumlarin bantlar1 alinarak bantlarin belli oranda
birbirinden ayrilmasi saglanir. Bu yontemle karigimlarin analizleri de yapilabilmektedir.
Spektrofotometrede bulanik c¢ozeltiler ile calisirken ¢cokme hizi tanecik biiytkligi gibi
etkenlere bagli olarak bliylik oranda hata yapilirken tiirev almarak bulanikligin
olusturdugu bu etki ortadan kaldirilabilir.

Yontemin dezavantaji ise, yliksek tiirev derecelerinde S/G oranin bozulmasi, pik
sekillerinde bozulma ve doniim noktast kaymasidir. Bu nedenle uygulanacak

tiirevinderecesi 1yi se¢ilmelidir.

2.8.1. Teorik Temelleri

UV spektrumu, madde iizerine gonderilen 15181 dalga boylara karsi absorbans
degerlerinin grafige gegirilmesiyle elde edilir. Orijinal spektrum veya sifirinci derece
spektrum A=f(A) fonksiyonudur. Bir fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir
noktasindaki tegetinim egimi, fonksiyonun bu noktadaki tiirevidir. Bu fonksiyonun her
noktasindaki tiirevi (dA4 /dA ) hesaplanabilir. Eger bu tiirev degerleri grafige gecirilecek
olursa "tiirev spektrumu” elde edilir. 1 den n’ e kadar derecede olabilir.>* Sekil2.9” da
goriildiigii gibi bir can egrisinin 1. derece tlirev egrisi orijinal spektrumdaki egrinin
tegetlerinin egimini gostermektedir. Boylece tiirevlendirme ile spektrum daha ayrintili

ve net bir gérliniim kazanr.
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Sekil 2.9. Absorbans ve Tiirev Spektrumlari

Tiirev almanin bir diger avantaji da tlirev derecesi artikca genis bantlarin dar
bantlara gore daha fazla baskilanmasidir. Bu o6zellikten faydalanilarak numune
matriksinden ileri gelen ve bozucu etki gosteren bantlar elimine edilebilir. Bu da ikinci

ve dordiincii tiirevde teshis vetayine imkan saglar (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. a-) Gauss egrisinin 1. tek tek ve 2. karigim halindeki spektrumlari, b-) Gauss

egrisinin karigim halindeki 1.- 4.tiirev egrileri

Maksimum dalga boylar1 farkli, esit olmayan iki Gauss egrisinin tek tek ve

karigim halindeki spektrumlar1 Sekil 2.10.a’da goriilmektedir. Maksimum dalga boylar1
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farkli yani merkezleri ayni olmadigindan karigim halinde alinan spektrumlar1 bir omuz
verir. Bu bantlarin tiirevleri alinarak omuzlar diiz noktalar haline doniistiiriilir (Sekil
2.10.b).

Orijinal Gauss egrisi tipindeki bir pike karsilik n. tiirevde n+1 tane maksimum ve
minimuma rastlanmaktadir. Yani birinci derece tlirev egrisinde iki, ikinci derece tiirev
egrisinde ¢, liciincii derece tiirev egrisinde ise dort tane maksimum ve minimum nokta
goriilmektedir. Teorik olarak tiirev absorbans degerleri ile bilesigin derisimi arasinda

asagidaki bagintilar mevcuttur.

(. derece tiirev 1. derece tiirev n. derece tiirev
A.=£bc d_A_EJ_{’:bC d"A dnE
di di o dr

Ozellikle biyokimyasal analizlerde bu islem saflik kriteri olarak iki dalga
boyundaki absorbsiyon oranin olusmasi agisindan 6nemli olup tanima ve saflastirma
islerinde tstilinliik saglar.55’56

Kullanim1 ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelerde bulunur ve
oldukc¢a karmasik bir elektronik yapiya ihtiya¢ vardir. Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida
uyduruk piklerde goriiliir. Bu pikler bir karisim ile g¢alisirken baska bilesenlerinde

varligma bizi gotiirlir. Tiirev derecesi arttikca bu cins piklerin sayist da artacagi igin

karisiklik daha da artacaktir.>®

2.8.2. Tiirev Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Absorbansin tiirevi derisimle dogru orantihdir. 1. ve 2. derece tiirev
spektrumlarinda  ordinat  degisimleri, orijinal spektrumun ordinat degerinin
biiyiikliigliyle degil, egim degisimiyle ilgilidir. Bu nedenle tiirev egrisinin apsisteki
konumu ile donlim noktalarinin birbirine kars1 durumlar1 karakteristiktir. Spektrumlarda
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yalnizca bitigik, pes pese gelen uc noktalar (maksimum ve minimum) degerlendirilerek
bu iki noktanin mutlak deger olarak farki Slgiiliir. Birka¢ u¢ noktasi varsa ordinat
farkinin en yiiksek oldugu bir ¢ift segilir. Tiirev spektrumlarmin degerlendirilmesinde
iic yontem vardir. Bunlar, pikten pike 0lglim, pikten sifira 6l¢iim ve teget ile 6l¢imdiir

(Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesi a) Pikten pike 6l¢iim, b) Pikten

sifira 6lgiim, c) Teget ile 6l¢tiim

2.8.3.Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Uygulamalan

- [lac analizlerinde

- Ayni spektral bolgede absorbsiyon yapan ila¢ karigimlarinin tayininde

- Etken maddenin bozunma {iriinii varliginda tayininde

- Bozucu etki yapan matriks bilesenlerinin varhiginda etken maddenin tayininde

uygulanmaktadir.”®

2.9. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karmasik karigimlarda bulunan birbirine yakin 6zellik gdsteren

bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan bir¢ok
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farkli yontemi igeren bir analitik yontemler toplulugudur. Diger ayirma yontemlerinden
hi¢ birisi kromatografik yontemler kadar etkili olmayip uygulamada yaygin bir sekilde
kullanilmazlar. Bu nedenle de kromatografik yontemler daha ¢ok arastirma amaciyla
kullamlir. Bu sebeple cok genis ve verimli bir alana sahiptir.>’

Kromatografi ilk olarak yirminci yiizyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gegirerek
klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki pigmentini aywrmada kullanmistir. Ayrilan
maddeler kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiigiinden, yontem i¢in kromatografi
admi1 kullanmustir.

Biitiin kromatografik ayirmalarda; numune gaz, sivi1 veya siiperkritik bir akiskan
olan hareketli faz yardimiyla ile sabit bir faz {izerinden taginir. Taginma esnasinda
bilesenlerin farkli gé¢ hizlarina bagl olarak ayirma islemi gergeklesir. Kromatografik
ayirmada secilen sabit faz ile tasiyict fazin birbiri ile karismamasi gerekmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda kromatografinin genel bir tanimini yapmaya g¢alisirsak; bir karisimdaki
bilesenler sabit bir ortama ilave edilip bunlarin belirli bir hareketli faz yardimiyla yiizey
adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve boyut elenme 6zelliklerine bagl olarak, sabit

ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denir.*

Sekil 2.12. Kromatografik ayirimin sematik olarak gdsterilmesi
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1-Karisim kolona yiiklenir.

2- Ayrilma baglar

3- Ayrilma bitmistir, maddeler dedektore ayr1 olarak gider.

Kromatografik ayirmada ornek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan
hareketli faz ile sistemden tasinir. Hareketli faz kati bir yiizeyde ya da kolonda
sabitlestirilmis hareketli faz ile karismayan bir sabit faz igerisinden gegirilir. Bu iki
fazin secimi, 6rnek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini
hedefler. Ornek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda baz1 fiziksel ve kimyasal
etkilesimler olur. Ornegin kolon boyunca hareket etmesi sabit faz ve hareketli faz
arasindaki kimyasal ve fiziksel dengeleri dagilimma baghdir. Bunlar ¢oziintirlik,
elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi
olaylardir.”® Iyonik etkilesimler,

a) Iyonlar arasinda kolombik kuvvetler,

b) Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri,

¢) Dipol-dipol etkilegimleri,

d) Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri,

e) Notral atom ya da molekiiller arasi1 kuvvetlerdir.

2.9.1. Kromatografik Yontemlerinin Simiflandirilmasi

Kolon kromatografisinde sabit faz dar bir kolonda tutulur ve hareketli faz basing
altinda iken bu sabit faz arasindan ge¢gmeye zorlanir. Diizlemsel kromatografide ise,
sabit faz diiz bir plaka lizerine veya bir kagidin gézenekleri arasina tutturulur ve bu
durumda hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkisiyle veya yer ¢ekimi etkisiyle
hareket eder. Bunun disinda kromatografik yontemler ayrma islemlerinin farkliligina
gore cok daha degisik sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandirmalar asagidaki sekilde
52,59

verilebilir.
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1. Teorik Simiflandirma

a- Paylagim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi
c- Boyut Eleme Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

2. Pratik Simiflandirma

a- Kagit Kromatografisi

b- Ince Tabaka Kromatografisi
c- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- Sivi Kromatografisi

3. Hareketli ve Durgun Fazlara Gore Smiflandirma

Eromatografi
v v
Gaz Eromatografisi St Eromatografisi
¥ ¥
v v v
Gaz-Sw K, Gaz-Kat K Duzlemsel K,
(GLCY (G3C) ¥ v
Eaolon K ITE(TLC) EK
v v v v I
Swi-Ean K Sivi-sm K BagilFaz K Ivon Degigim K. Dusarlama K
(L3C) (LLC) (BPC) (IEC ve IC) l
Jel Gegurgenlik K Jel Filtrasyon K.

(GPC) (GFC)

Sekil 2.13. Kromatografinin fazlara gore smiflandirmasi

47



2.9.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri

. o . . .. 52
mekanizma mevcuttur. Bunlar asagida ozetlenmistir. >>>

2.9.2.1. Dagilma Kromatografisi

Dort ayr1 tip sivi kromatografi icinde en yaygin kullanilanidir. Dagilma ¢6ziinen
maddenin hareketli faz ile kat1 faz {izerinde adsorplanmis sivi fazdaki ¢oziiniirliigiine
veya hareketli faz gaz ise uguculuguna dayanan bir olaydir. Sivi-Sivi ve Bagli-Siv1 faz
kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir.*® Bu teknikler arasindaki fark, destek
katisina durgun fazin tutunma farkma dayanir. Sivi-Sivi kromatografisinde, sivi faz
sabit bir dolgu maddesinin ylizeyine fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-Sivi
faz kromatografisinde ise kat1 destek yiizeye bagli organik sivi tiirler kimyasal olarak
tutturulmustur. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarm bagil
polarliklarina bagl olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sabit faz olduk¢a polar ve hareketli
fazda apolar ise buna Normal-Faz kromatografisi, sabit faz apolar (¢cogu zaman bir
hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-

Faz kromatografisi denir.*

2.9.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bir karisimdaki maddelerin kati destek iizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi
prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi olarak adlandirilir ve ilk
kesfedilen kromatografi cesididir. Coziicii ve kat1 sabit fazin polarliklar1 bir kolon

boyunca veya bir yilizey boyunca ¢dziinen maddenin hareketinin hizini tayin eder.”®

48



2.9.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Bir kati maddenin yapisinda bulunan iyonlari, temasta bulundugu ¢ozelti
icindeki ayni cinsten yiiklii baska iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi Ozelligine
dayanan bir kromatografik yontemdir. Bu amagcla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti
ortaminda hi¢ ¢oziinmeyen biiyiik molekiillii dogal veya yapma maddelerdir. Bunlarda
organik ve inorganik diye ikiye ayrilir. Organik iyon degistiriciler (bunlara recineler de
denir) suda ve bir¢ok organik ¢oziiclide hi¢ ¢ozlinmeyen, yapilarinda sayilamayacak
kadar ¢ok anyon ve katyon tasiyan biiyiik molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon,
hem katyon degistirmede ve hatta selektif iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon
degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir. Bunlar genel olarak; Na, Al, SiyO12
formiiliindedir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida
koruyucu maddeler, vitamin karisimlari, sekerler ve farmasétik preparatlar gibi birgok

farkli organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir.50

2.9.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi

Jel-Gegirgenlik veya Jel-Siizme kromatografisi adi da verilen boyut-eleme
kromatografisi, Ozellikle yiiksek mol kiitleli maddelere uygulanabilen onemli bir
tekniktir. Boyut-eleme kromatografisi i¢in dolgu maddeleri, ¢dziinen madde ve ¢oziicii
molekiillerinin i¢ine diflizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag1 igeren kiiciik boyutlu silis
veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir. Gozenekler iginde kiigiik molekiiller
etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiylik molekiillerde gozenek disinda kaldigindan
dolayr hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte ve daha sonrada

gozeneklerde tutulan kiiclik molekiillerde hareketli faz akimi ile yiizeyden kolaylikla
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uzaklastirilabilmektedir. Gozenek i¢inde ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin etkin

biiyiikliigiine baglidir.>

2.10. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlerin
genel adidir. Bu yontemlerde ¢alisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur. Bu
bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz adi verilir. Hareketli fazin
icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir
miktar tutulurlar. Bu tutulma, ornekteki farkli bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur.
Boylece bilesenler sabit fazin sonlarmma dogru, farkli hizlarda ilerledikleri igin,
birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkli zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit
fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir bicimde Ol¢iiliir ve zamana kars1 y-
ekseninde saretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir. S1vi kromatografik
teknikler icinde ters- faz sivi kromatografisi en yaygn kullanilanidir. Sabit faz
polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu kromatografi tiirii, apolar sabit
fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin aymriminda kullanilir. Kimyasal olarak bagh alkil
zincirlerinin sabit faz olarak kullanildigi ters faz sivi kromatografisinde, ODS (18
karbon atomu zincirinden olusan oktadesil silan) en fazla kullanilan sabit fazdir. Ayrica
Cs ve daha kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve fenil baglanmis sabit fazlar da
kullanilmaktadir. Ters-faz kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su veya sulu
tampon cozeltileri ile suyla karisabilen organik ¢dziicii karigimlarindan olugmaktadir.
HPLC’ nin diger kromatografi tiirlerinden istiinliikleri sunlardir: HPLC kolonu,
rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir. Bu teknik kullanicinin becerisine
daha az bagimhdir ve tekrarlanabilirlik daha yiiksektir. Nitel ve nicel analiz amagclari
icin kullanilabilir. Analiz siiresi oldukca kisadir. Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir
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ornek Dbile, floresans veya elektron yakalama dedektorleri kullanilarak tayin

edilebilir.5:%?

2.10.1. Normal ve Ters Faz Dolgular

Hareketli ve sabit fazlarin polarliklar1 s6z konusu oldugu zaman, dagilma
kromatografisi ikiye ayrilir. Eskiden sivi-sivi kromatografisinde sabit faz olarak silikaya
veya alliminaya baglanmis su, trietilen glikol gibi oldukca polar, hareketli faz olarak da
heksan, i-propil eter gibi daha az polar olan maddeler kullanilirdi. Gegmis ¢aligmalara
bir hiirmetin ifadesi olarak, glinlimiizde bunlara normal faz kromatografisi
denilmektedir. Ancak, giinlimiizde daha ¢ok ters-farz kromatografisi kullanilmaktadir.
Ters-faz kromatografisinde sabit faz polar olmayan bir hidrokarbon, hareketli faz ise su,
metanol, asetonitril, alkilamin, gibi polar maddedir. Normal faz kromatografisinde
polarliklart A>B>C olan ii¢ maddeden 6nce C eliie olur. Onu B ve A takibeder. Ciinkii
polarlig1 daha az olan C, polarlig1 az olan hareketli fazda, polarlig1 ¢cok olan sabit faza
gore, daha ¢ok ¢Oziiniir ve dolayisiyla kolondan daha kisa zamanda ¢ikar. Ters-faz
kromatografisinde, normal faz kromatografisindekinin tam tersi olur. Polarlig1i en
yiiksek olan A maddesi ilk dnce eliie olur. Clinkii ¢ozlici polardlr.Szilag analizlerinde
genel olarak ters-faz sivi kromatografisi normal faz sivi kromatografisine gore tercih
edilir. Bunun nedeni, ilaglarin genellikle daha apolar yapida olmalari, ters-faz sivi
kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin daha kolay olmasi, hareketli
faz bilesiminde kullanilan organik c¢oziiciilerin daha ucuz olmasi ve sulu tampon

¢ozeltilerinin oranmin yiiksek tutulmasidir.®

2.10.2. Sivi Kromatografi Cihazlan

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik

boyutu 1,7 ile 10 m arasmnda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde

51



edebilmek i¢in, ylizlerce atm’lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek
basinglarin bir sonucu olarak HPLC icin gerekli donanim, diger tip kromatografi
sistemleri dikkate alindiginda, daha ince is¢ilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir.
Sekil 2.17 ’de tipik bir yiiksek performanslt sivi kromatografi cihazinin ¢esitli kisimlari

sematik olarak gosterilmistir.>!

Kolon

Oto

Ornzklayici

o
- B

Numuns

D=tz Sistami

E:.;j:.b-;ﬁr

Atk -

Sekil 2.14. Yiiksek performansl sivi kromatografisi cihazinin sematik goriintisii

2.10.3. Kromatografide Temel Kavramlar

Bir kromatografik sisteminde verilerin yorumlanmasinda esas alinan
kromatogramdir. Kromatogram; tayini yapilan Ornegin her bir bileseni i¢in belirli
zamanlarda derisim degerine karsi elde edilen cevabin uygun bir detektor ile
saptanmastyla elde edilmis pikleri gosteren grafiktir. Sekil 2.15’te iki bilesenli bir

drnege ait kromatogram ve kromatografik gdsterimler belirtilmistir. %
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mAU Alan numunenin miktari
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t
"l\.__
TEnjeksiyon zaman

Sekil 2.15. Sivi kromatografide bir kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baslica parametreler sunlardir;

1. Alikonma zamanu, tg

2. Kapasite faktori, k

3. Segicilik, a

4. Etkin tabaka sayisi, N

5. Ayirma giicii, Rs

1. Ahkonma zamam ve kapasite faktorii: Kromatografide bir pik, alikonma
zamani, tR, ile tanimlanir. Kromatografik karsilastirmalarda alikonma zamani yerine

kapasite faktdriinden, k, yararlamlir. Kapasite faktorii, asagidaki bagmti ile hesaplanir.*

Burada tgr: bilesenin alikonma zamani, to. kolonda tutunmayan tiire ait alikonma
zamanidir. k degerinin biiylik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu i¢in kolon

boyunca yavasg ilerledigini; k degerinin kiiclik olmasi, bilesenin hareketli faza ilgisinin
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fazla olmasindan dolay1 kolon boyunca hizli ilerledigini gdsterir. HPLC ayirmalarinda
k, miimkiin oldugunca 1-10 arasinda tutulmahidir. k cok kiigiikse, bilesik, ¢oziicii
pikinden ayrilamaz; k ¢ok biiylirse ayirma islemi ¢ok zaman alir. k degerlerinin bu
aralikta olmasi, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.
Kapasite faktorli uygulanan yonteme, her maddenin kendi fiziksel ve kimyasal yapisina
bagl olarak farkliliklar gosterir ve 6zgiil bir degerdir. Kromatografik parametrelerin
optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden biridir.®*®°

2. Secicilik (a): Secicilik, esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagh
olarak degisiklik gosterse de hareketli faz bilesimi de, seciciligi kismen etkileyen
faktorlerden biridir. Seciciligin matematiksel ifadesi Esitlik 2.2°de g0sterilmistir.
Burada kolonda daha uzun siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriiniin kolonda daha
kisa siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanir. Bu tanima

gore segicilik daima 1’den bﬁyﬁktﬁr.68’69

k1 le _IRD

3. Teorik Tabaka Sayist (N): Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan
¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’ nin
sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina
ornegin, akis hizi, sicaklik, kolon kalitesi, dolumun tek bi¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere
de baglidir. Tavsiye edilen deger N > 2000°dir.Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka

sayisi, asagidaki bagmt ile belirlenir.®”®°

2

t
N=554| &

0,5
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Burada;

N :Teorik tabaka sayisi

tr : Bilesene ait alikonma zamani

W s: Pikin yar1 yiiksekligindeki pik genigligidir.

4. Ayirma Giicii (Rs): Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢ozicii
etkinliginin ortak etkisi aymrma giicii (rezoliisyon) kavramiyla ifade edilir. Aymrma
giiciniin hesaplanmasinda, kapasite faktorii, tabaka sayist ve segicilik kullanilmaktadir.
Birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1,5 iken tam ayirim olmakta, R=1,325 iken
maddelerden biri digeri i¢ine % 0,3 oraninda girmis durumda, R = 1 iken, maddelerden
biri digeri i¢ine % 4 oraninda girmis durumda ve R= 0,75’de ayirim olmamaktadir.

Ayirma giicii i¢in gelistirilen bagnt1, asagida verilmistir.®*%*

(tz - tl)
WO.S +WP

R=1,18x

05

Burada;

Rs :Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,

t1:Birinci pikin alikonma zamany, s,

to: Tkinci pikin alikonma zaman, s,

W s: Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi,

Whpos: Ikinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligidir.
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Sinyal o
' Rs=0.50 Rg=0.75

Rg=1.00 Rg=1.50

Zaman

Sekil 2.16. Ayirma giicii (Rs) degerinin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi

2.10.4. Dedektorler

Sivi kromatografik yontemlerin gelismesinde yasanan en biiyiik gii¢liiklerden
biri ideal dedektér bulabilmektedir. Bir dedektdrde bulunmasi gerekli 6nemli
karakteristikler;

Duyarlilik,

Genis bir dogrusal ¢alisma araligi,

Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

Universal ve akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zamani,

Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme,

Numuneyi tahrip etmeme,

Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacim,

Ucuzluk ve kolay kullanimdir.

Stv1 kromatografide kullanilan dedektorler 2 baglik altinda toplanabilir.

a) Yigm Ozellikli Dedektorler: Bunlar analit tarafindan degistirilen yi§m
ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti, yogunlugu

gibi ozelliklerinin degisimi sonucu 6l¢giim yapilir.
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b) Analit Ozellikli Dedektorler: UV absarbansi, floresans siddeti, vb. analitin
sahip oldugu ama hareketli fazin sahip olmadig1 Ozelliklere cevap verirler. Bu
ozelliklerdeki degisimler dlciilerek sonug elde edilir.

Bu calismada UV esashi Dedektorii kullanildigindan, sadece bu dedektorden
bahsedilecektir.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Dedektorii: Absorbans Olgen dedektorler olup
HPLC’de kullanilan dedektdrlerin yaklasik % 60’m1 olusturmaktadirlar. Lambert-Beer
yasasi1 gegerlidir. Hareketli faz, UV/Goriiniir bolge fotometre ya da spektrofotometrenin
bulundugu Z seklindeki kiiciik bir akis hiicresinden gecirilir. Kolon dis1 bant
geniglemesini en aza indirmek i¢in, bu gibi hiicrelerin hacimleri miimkiin oldugunca
diistik tutulmaktadwr. Hacimler 1-10 pL ve hiicre uzunlugu 2-10 mm arasinda
smirlandirilmistir. Bu tip hiicreler, yaklasik 600 psi’den biiylik basinglarda ¢aligmazlar.
Bunun sonucu olarak, bir basing diisiirme diizenegi genellikle gereklidir.

Hiicreden gecen analit, bir miktar UV 1smin1 absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur Bu sinyal, analit derigimi ile orantilidir.
Tek bir dalga boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir monokromatér ile
cesitli dalga boylarini segerek ¢alisan dedektdrler de vardir. Tek dalga boyunda calisan
dedektorlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 1s1ma yapan Hg lambasi, ¢esitli
dalga boylarmi 6lgebilen dedektorler de ise doteryum lambasi kullanilir. Dalga boyunun
her bir bilesene gore ayarlanabilmesi nedeni ile se¢imli bir dedektor tiirii olan UV-
goriiniir bolge dedektor sisteminde segilen ¢oziiciilerin UV 1sinlarini absorbladig: dalga
boylarina dikkat edilmeli ve secilen ¢alisma dalga boyu ¢oziiclinlin absorbsiyon yaptig1
dalga boyu degerinden yiiksek olmalidir. Bu durum o6zellikle diisiik dalga boylarinda

absorpsiyon yapan Ornekler i¢in son derece Onemlidir. Ayrica elue edicinin pH
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degerinin UV-goriiniir bolge spektrumunu etkileyecegi de goz Oniinde
bulundurulmalidir. ideal UV dedektoriin karakteristikleri sunlardir: *

Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorbsiyon yapmasi gerekir.

Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.

Band genisletme etkisi kiiciikttir.

Cok giivenilirdir.

Ornek ¢dzeltiyi bozmaz.

2.10.5. Ters-Faz Sivi Kromatografide pH ve Segicilik

Ters-faz swvi kromatografi metoduyla analizi yapilan maddelerin ¢ogu,
karboksilik asit, siilfonik asit veya amino gruplar1 gibi, iyonlasabilen gruplara sahiptir.
Maddelerin alikonma zamani, biiyiikk Olgiide fonksiyonel gruplarm iyonlasmasma
baghdir. Ayn1 analitin iyonlagsmis ve notral seklinin alikonma zamani arasinda yaklasik
30 kat farklilik olabilmektedir. Iyonlasma derecesi hareketli fazmn pH’siyla belirlenir.
Eger 1yi bir kromatografik secicilik ve tekrarlanabilir alikonma isteniyorsa, iyonlagsma
derecesini etkileyen faktorleri anlamak gereklidir. Bu faktorlerden en Onemlilerine

asagida deginilmistir.**

2.10.6. iyonlasma ve pH

Iyonlasan analitlerin alikonmasi iyonlasma derecesine baghdir. Ters-faz sivi
kromatografide, analitin iyonlagsmamus tiirii, iyonlagmus tiirlinden daha yiiksek alikonma
zamanina sahiptir. Eger analit birden fazla iyonlasma basamagina sahipse; daha yiiksek
iyonlagsma derecesi basamaginda, daha diisiik alikonma zamani gosterir. Analitin
iyonlagma derecesi, ¢ozeltinin pH’sma ve iyonlasma basamaklarindaki pK degerine
baghdir. Ters-faz sivi kromatografide iyonlagmis tiir daima diisiik alikonma zamanina

sahiptir. Bu yiizden, bazik tiirler i¢in, asidik ortamda, asidik tiirler i¢in ise bazik ortamda
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alikonma en diisiiktiir. Diger yandan, yliksek alikonma zamani analit ndtral formdayken
de gozlenir. Analitlerin kapasite faktorleri ve iyonlasma dereceleri arasindaki bagmti,
k=ko+k;.d /1+d
olarak verilmektedir. Burada k, analitin kapasite faktoriinii, ko ve k; protonlanmig

ve notral formun kapasite faktoriinii, d ise deprotonasyon derecesini ifade eder. d;

d = 10PHPE
olarak ifade edilir. Bu esitlikte pH, hareketli fazin pH degeri ve pK bilesigin

iyonlasma basamagmna ait degerdir. °

2.10.7. Hareketli Fazda pH Standardizasyonu

Kromatografik ayirmada hareketli fazin pH’si, iyonlasabilen bilesiklerin
ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Bilindigi gibi kapasite faktorii, ¢oziinenin nodtral ve
iyonik formlarinin kapasite faktorlerinin hareketli fazda bu formlarin mol kesirlerine
gore agirlikli ortalamasidir.

Siv1 kromatografide kullanilan hareketli fazlarin pH’s1, 6nceleri sulu ¢ozeltinin
pH’s1 olarak alinmistir. Oysa HPLC ¢alismalarinda su higbir sekilde tek basina hareketli
faz olarak kullanilamaz. Tampon ¢6zelti halinde veya bir organik modifiyer ile birlikte
kullanilir. Bundan dolay1 organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini géz Oniine almak

gerekir.”t""

HPLC hareketli fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve
metanol tercih edilir. Bu ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili caligmalar
mevcuttur.”>"’ Sulu faz pH’smin 6l¢limii ¢cok daha kolaydir, ancak su organik ¢oziicii
karigiminda elektrolitin iyonlasmasi se¢imli solvasyona ¢ok bagimmlidir ve ¢dziinene
gore degisir. Bu nedenle HPLC hareketli fazima ve su ortamma ait pK degerleri

farklidir.”® Organik c¢oziicli-su karigimlarinda ortamin dielektrik sabitinin azalmasi

nedeniyle aktivite katsayilar1 dikkate alinmaktadir. pH’nin sudaki pH yerine hareketli
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fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢ézlinenin tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢ok daha
iyi uyum gostermektedir. Su-organik ¢oziicii karisimlarinda elektrot kalibrasyonu igin
referans deger pH standart ¢ozeltisi (RVS) olarak 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat
(KHP) ¢ozeltisi kullanilmaktadir. Asetonitril-su ortaminda (% 70’e kadar) potasyum
hidrojen fitalat tamponu i¢in ¢esitli sicakliklarda standart pH degerleri belirlenmistir.
Asetonitril-su ve metanol-su gibi ¢6ziicli karisimlarinda standart referans tampon
cozeltilerinin bu ortamlara ait pH degerleri, pHs, bilindigi i¢in bu karisimlarda pH

Ol¢timleri pH’ nin tanimina uygun olarak asagidaki bagint1 dikkate alinarak yapilir.

pHX :pHS +ﬂ
g

Burada pHx, X c¢ozeltisinin pH degeri, pHs, referans standart ¢ozeltinin pH
degeri, Es ve Ex sirastyla referans standart ¢ozeltinin ve X ¢6zeltisinin e.m.k degerleri
ve ¢, Nerst sabitidir (g = (In10)RT/F). Hareketli fazin pH’si, alikonmanin
anlasilmasinda son derece Onemlidir. Hareketli faz pH’si, c¢oziinenlerin iyonlagma
derecesini, durgun faz ve hareketli faz katkilarmin davranislarmi etkiledigi icin
seciciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir. Hareketli fazin pH optimizasyonu,
¢Oziicii bilesiminin optimizasyonundan ¢ok daha komplikedir. Zira pH’nin degismesi ile
sadece iyonlagsan ¢oziinen yapilarin segicilik ve alikonma ozellikleri degismez, ayni
zamanda pik genisligi ve pik simetrisi de degisir. Bu nedenle ayirmanimn hesabinda pik

. . o . 515859
simetrisinin de g6z Oniine alinmasi gerekir.

2.11. Sivi Kromatografik Yontemle pKa Tayini

Yontem, Ozellikle sivi kromatografik ayirmada yararlanilan organik ¢dziicti—su
karigimlarma uygulanabilmektedir. Calisilan bilesiklerin alikonma davraniglar1 ile
hareketli faz pH’s1 arasindaki iligkilerden yararlanilarak iyonlagma sabitleri tayin edilir.

Kapasite faktoriiniin pH ile degisimi, sigmoidal davranmig gosterir. Bu sigmoidalin orta
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noktasindaki pH degeri, o bilesigin calisilan ortamdaki iyonlagma sabitini verir. Ayrica
asidik veya bazik bilesiklerin pKa sabitlerinin tayininde ortamin iyonik siddetini de
dikkate alarak hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlari da gelistirilmistir.
Bu yontem ile calismanin bazi avantajlar vardir: ">
Bilesigin saf olmasi gerekmez.

ppm ve ppb diizeyinde analit ile ¢aligma imkani1 saglar.

Caligilan ortam su-organik ¢6ziicti ikili karisimidir.

Bu ortamlardaki pH standardizasyonunun bilinmesi gereklidir.

2.12. Gegerlilik Testi (VValidasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), tiriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya
kantitatif analizlerde sec¢ilen yOntem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde
uygulanabilir oldugunu gdstermek i¢in yapilan testlerin tiimiidiir.®”"® Secilen analitik
yontemin gegerliligini gdstermek i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk (Accuracy)

2. Kesinlik (Precision)

3. Saklanan 6rneklerin kararlilig1 (Stability)

4. Dogrusallik (Linearity)

5. Tekrarlanabilirlik (Repeatabiliy)

6. Segicilik (Selectivity)

7. Gozlenebilme sinir1 (Limit of Detection, LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1
(Limit of Quantification, LOQ)

8. Tutarlilik (Robustnes)

Biyoyararlanim c¢aligmalarinda farmakokinetik parametrelerin ve plazma
ortaminda maddelerin miktarlarmin belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gegerlilik
testlerinin yapilmis olmas1 gerekmektedir.
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2.12.1. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin ger¢cek degere yakinligi olarak ifade
edilir. Bu da bagil ve mutlak hata ile verilir. Kesinlik ise, analitik bir islemde 6dnceden
belirlenmis kosullar altinda ayni homojen 6rnekten bircok Srnekleme yapilir ve bu
orneklerin her birinden alinan bir seri 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinligi olarak ifade
edilir ve % BSS (bagil standart sapma) ile verilir. Tekrarlanabilirlik, farkli kosullarda
ayni yontemle hazirlanan Orneklerden elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumu ifade
eder. Kesinlik ¢aligmasindan elde edilen degerler tekrarlanabilirlik ¢alismasi olarak da
kabul edilebilmektedir.

i) Giini¢i kesinlik: Birbirinden bagimsiz bicimde hazirlanmig numunelerin ayni
giin icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligi (n=6, n: dl¢iim sayis1)
% BSS degeri ile verilir.

ii) Giinler aras1 Kesinlik: Birbirinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis
numunelerin farkli giinler (en az alt1 giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6)
sonuglarmin birbirlerine olan yakilik 6l¢iisiidiir. Bu c¢alismayla elde edilen degerler

ayni zamanda yontemin uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.”

2.12.2. Orneklerin Kararhihg (Stabilite)

Saklanan 6rneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Saf analit, analit ¢ozeltisi
ve/veya analit iceren kan Orneklerinin normal laboratuar kosullarinda nem, sicaklik,
hava ve oOrneklerin dondurulup-eritilmesi (-20°C bekletilmesi) gibi etkilere maruz
kaldiginda analitin bozunmadan sabit kaldig: siire tespit edilmeli ve ayn1 zamanda elde

edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedir.”®"
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2.12.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu aralik belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra ¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen cevaplar grafige gecirilerek
kalibrasyon egrisi tiiretilir. Agirlikli ve agirliksiz en kiigiik kareler yontemi uygulanarak
kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve
regresyon katsayist elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin

matematiksel bir ol¢iisiidiir. 70.79

2.12.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir

dlciisiidiir.®

2.12.5. Miktar tayin alt sinir1

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin miktar tayin alt sinir1 degeri
numune i¢indeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik

derisimdir.

2.12.6. Gozlenebilme (teshis) siniri

Bir analitik islemin goézlenebilme sinir1, bir Ornekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisilk miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin i¢in

tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olmay1p sadece bir sinir degeridir.

2.12.7. Tutarhhk

Yontemin farkli deney kosullarinda, farkl alet, farkli analist, farkli laboratuvar,
farkli kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde ayni yontemle analiz

sonucunda elde edilen bulgularin birbiriyle uygunluk derecesidir. Analiz sonuglar1
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birbiriyle uyumlu ise analitik yontemin uygulanabilirlifini ve tekrarlanabilirligini

gosterir.

2.12.8. Geri Kazanim

Analiz sonucunda bulunan degerin gergek degere orani olarak ifade edilir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler

e Asetonitril (HPLC grade, MERCK, Almanya)

e Cefuroksim aksetil (Novagenix, Tirkiye)

e FEtadolak (Internal standard) (Novagenix, Tiirkiye)
e Cefaks (Arisilag¢ Firmasi, istanbul, Tiirkiye)

o Aksef (Devallag Firmasi, istanbul, Tiirkiye)

e Enfeksia (Drogsan Ila¢ Firmasi, Ankara, Tiirkiye)
e Cefurol (Bilim ilag Firmas, Istanbul, Tiirkiye)

e Dietil asetat

o Dietil Eter

e Deiyonize Su

e Azot gazi (N2) (%99,9 saflikta BOSS)

e TCA

e Fosforik asit

e Deney tlipii

e Vial ve insert (Agilent, 1,8 mL screw cap)

e Pastor pipet

e Otomatik pipet (10-100 uL, 20-200 uL, 100-1000 uL ve 1000-5000 uL)
e Kuvartz Kiivet

e Balon joje

e Mezir
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Dedeoglu, Membert)
Ultrasonik banyo (Transsonic T 890/H,Elma LC 30)
Terazi (Bosch S 2000)
Santrifiij (Hettich, RPMX100)
Karistirict (Vorteks, 1KA )
Vakum pompas1 (Phenomenex)
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Sistemi:
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (ThermoSpectronic HeAIOS )
UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Thermospectronic Vision 32 Software
. Yazict (HP LaserJet 1018)
Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)
Agilent Technologies 1200 Series marka HPLC sistem
Pompa (LC20 AD)
Dedektor (Agilent Technologies)
Kolon firin1 (USA)
Gaz giderme tinitesi (Agilent Technologies)
. Ters faz kolonu (Cyg, 5 um, 250 x 4,6 mm)

Bilgisayar (HP).
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3.3. Yontemler
3.3.1. Spektrofotometrik Yontem Kosullar

Spektrofotometrik 6l¢iimler 200-300 nm dalga boyu araliginda, 1 cm kuvartz
kiivetlerde, 280 nm/dak tarama hizi ve 2 nm spektral bant genisligi kullanilarak
gerceklestirildi. UV—-Goriiniir Bolge spektrumlar, 277 nm dalga boyunda 1sinin madde
iizerine gonderilmesi sonrasi elde edilen absorbans degerlerinin 1smnin dalga boyuna

kars1 grafige gecirilmesiyle elde edildi.

3.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontem Sartlar

HPLC yontem sartlar1 Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. Sefuroksim Aksetil i¢in HPLC-UV yontem sartlar1

Yoéntem Sartlar Sefuroksim Aksetil

Kolon C1s (250%4,6 mm,5um )

Dedektor uv

Dalga Boyu 280 nm

Hareketli Faz De-iyonize su ( % 0.1’lik asetik asit)- Asetonitril (30:70; h/h)
Kolon Sicakligi 25°C

Kolon Akis Hizi 1.0 mL/dk.

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

3.3.3. Sefuroksim Aksetill’ in Plazmadan Ekstraksion Prosesi

1. 0.5 mL bos insan plazmasi santrifiij tiiplerine koyuldu ve bu tiiplerin herbirine
0.5 mL 1 M Fosforik Asit eklendi.
2. 1 dakika vortekslendi

3. 5 mL dietil eter eklendi.
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4. 3 dakika vortekslendi

5. Santrifiijlendi ( 3000 rpm, 10 dakika)

6. Organik faz alindi

7. Oda kosullarinda azot gazi altinda buharlastirildi

8. 4 mL Asetonitrille ¢oziltii.

3.3.4. HPLC Yontem Gecerlilik Testleri

Analitik alanda farkli amaglara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkl
bolgeleri ve farkli amaglara gore farkliliklar gostermektedir. Bu ¢alismada, Sefuroksim
Aksetil analizinde kullanilan HPLC yonteminin gecerlilik testi, ICH (The International
Conference on Harmonization) rehberinde kabul edilen analitiksel yontem gegerlilik

parametreleri esas alinarak gerceklestirildi.

3.3.4.1. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Yontemin dogrusalligi, 0.3-12 pg/mL derisim araliginda alt1 standardin her
derisimdeki tekrarlanan analizleri ile belirlendi. Calisma araligi ise kabul edilebilir
dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi derisim aralig1 olarak secildi. Belirtilen
derisim arahiginda UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve Birinci  Derece
Spektrofotometri c¢aligmalar1 i¢in ¢Ozeltilerin derisimine karst okunan absorbans
degerleri ve HPLC ¢alismasinda ise ¢ozeltilerin derisimine karsi elde edilen pik alanlari
grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (n=3). Kalibrasyon egrisinin
regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

elde edildi.
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3.3.4.2. Dogruluk/Kesinlik ve Geri Kazanim

Dogruluk ve kesinlik ¢alismalarinda kalibrasyon egrisi icerisinde yer alan fig
farkli derisimde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giinigi (ayn1 yontem
ve ayni labaratuar sartlarinda 1 glinde 6 kez) ve giinler arasi (aynm1 yontemle farkli 3
giinde 6 kez) analizleri yapilarak elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalari
belirlendi. Dogruluk bagil hatayla [% BH: (bulunan-eklenen/eklenen) x 100] ve kesinlik

ise bagil standart sapma [% BSS: (SS/ortalama deger) x 100] ile verildi.

Analitik geri kazanim, farmasotik preparat ¢aligmalari i¢cin standart ekleme
yontemine gore plazma ¢alismalarinda ise etkin maddenin bos plazmaya eklenip
karistirilip ekstraksiyon sonrasinda elde edilen degerin ayni derisimdeki standart ¢cozelti

icin elde edilen degere oranlanmasi ile belirlendi.

3.3.4.3. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Spektrofotomeri galismalar1 i¢in kalibrasyon egrisinin en kiiglik degerinden daha
kiiciik derisimlerde hazirlanan sefuroksim aksetil c¢ozeltilerinin absorbans degerleri
okundu ve % Bagil Standart Sapma (% BSS) degerleri belirlendi. % BSS degeri %
10°dan kii¢iik olan deger miktar tayin alt sinir1 (LOQ) ve % 20°den kiigiik olan deger ise

gbzlenebilme smir1 (LOD) degeri olarak kabul edildi.

HPLC calismasinda ise alinan kromatogramlardan sinyal/gliriiltii oranmn 3
oldugu derisim gozlenebilme smir1 (LOD) ve bu oranin 10 oldugu degerde miktar tayin

alt sinir1 (LOQ) olarak kabul edildi.

3.4. Tabletlerin Hazirlanmasi

Sefuroksim Aksetil etkin maddesini iceren Cefurol, Enfexia, Cefaks ve Aksef

tabletleri Eczanelerden temin edildi. Bu tabletlerin herbirinden 10 tablet alindi tartildi
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ve ortalama bir tabletin kiitlesi belirlendi. Tabletler ogiitiilerek iyice toz haline getirildi
ve harmanlanarak homojen bir karisim haline getirildi. Ornekleme yontemine gore
ortalama 1 tabletin kiitlesi kadar miktarda toz karigimdan alinarak 100 mL’lik balon
jojeye koyuldu bir miktar asetonitril ile ¢6ziildii ve hacmi asetonitril ile 100 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen tablet ¢ozeltisi siizlildii ve herbir yontem i¢in gerekli derisimde

cozeltileri hazirlanip analizleri yapildi.

70



4 BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Standart Cozelti ve Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

4.1.1.1. Standart ve Kalite kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sefuroksim Aksetil® in 100 pg/mL derisimde stok ¢oOzeltisi analitik grade
acetonitrrilde hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip analitik grade
asetonitril ile seyreltilerek 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/ mL derisimlerde
standart ¢alisma ¢ozeltileri ve dort farkli derisimde (1.5, 4.5, 9.5 ve 30 pug/mL) kalite
kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 277 nm dalga boyunda UV-Goriiniir Bolge

absorbanslar1 okunarak spektrumlari elde edildi (Sekil 4.1).

0,3 -

Ahsorbance

05 -

041

0.2 1

0,0+

200 220 240 260 280 300 320 330
Wavelengthinm)

Sekil 4.1. 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL derisimdeki standart sefuroksim

aksetil ¢ozeltilerinin UV-Goriiniir Bolge absorpsiyon spektrumlari.
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4.1.1.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

a. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
1-35 pg/mL derisim araliginda hazirlanan sefuroksim aksetil standart ¢aligma
¢ozeltilerinin derigimlerine (1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL) karst okunan

absorbans degerlerinin grafige gegirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.2).

1,2

Absorbans
o
[00]

y =0,0401x + 0,0327

0,6 1 R? =0,9994
0,4 -
0,2 -
0 . . . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Derisim (ng/mL )

Sekil 4.2. UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemle elde edilen kalibrasyon egrisi.

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemle elde edilen kalibrasyon

egrilerinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1° de verildi.
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Tablo 4.1. Sefuroksim Aksetil’e ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotomeri Yontemi

Dalga Boyu (A: nm) 277

Dogrusal Aralik (ug/ mL) 1-35
Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0,0401x + 0,0327
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 2.4x10°

Sp: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi 8.3x107

R: Korelasyon katsayisi 0.9997

b. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiciik degeri olan 1 pg/mlL’den daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin absorbans degerleri alt1 kez
okundu ve % Bagil Standart Sapma (% BSS) degerleri belirlendi. % BSS degeri %
10°dan kiiciik olan deger miktar tayin alt sinir1 (LOQ) ve % 20°den kiiciik olan deger ise
gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri olarak kabul edildi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla

0.4 pg/mL ve 1 pg/mL olarak belirlendi.

C. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giini¢i ve giinler arasi
degiskenlerle belirlendi. Giini¢i ve giinler aras1 deney sonuglari, kalibrasyon egrisi i¢ine
diisen dort farkli derisimde (1.5, 4.5, 9.5 ve 30 ug/mL) hazirlanan sefuroksim aksetil
cozeltileri icin elde edilen degerlerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart
sapmast ve bagil hatalar1 belirlendi. Dogruluk % Bagil Hata (% BH) kesinlik ise %

Bagil Standart Sapma (% BSS) ile verildi. Deney sonuglar1 Tablo 4.2°de verildi.
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Tablo 4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrik yontemin giini¢i ve giinler arasi

kesinlik ve dogruluk degerleri

Gilinici Giinler Arasi
Eklenen Bulunan X+ SS % % Bulunan X+SS % %
(ng/mL)  Deger (ng/mL) BSS BH Deger (ng/mL) BSS BH
(ng/mL) (ng/mL)

1.40 1.40
1.42 1.43

15 1.38 1.40+0.018 1.28 -6.66 1.38 1.41+0.021 1.49 -6.00
1.40 1.40
1.42 1.43
1.38 1.43
4.35 4.40
4.37 4.42

4.5 4.37 4.37+0.016 0.37 -2.89 4.45 4.4240.019 0.43 -1.78
4.37 4.40
4.37 4.42
4.40 4.40
9.21 9.43
9.21 9.46

9.5 9.21 9.22+0.011 0.12 -2.95 9.43 9.43+0.016 0.17 -0.74
9.23 9.41
9.23 9.43
9.23 9.43
30.85 29.98
31.02 30.03

30 31.05 31.02+0.089 0.29 3.40 30.08 30.1+0.086 0.29 0.33
31.10 30.13
31.07 30.18
31.05 30.20

X: Ortalama Deger, SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

d. Analitik Geri Kazanmim

Framasotik preparatlarda analitik geri kazanim standart ekleme yontemine gore
yapildi. 500 mg sefuroksim aksetil etkin maddesi iceren Cefaks, Aksef, Cefurol ve
Enfexia tabletlerden Bolim 3.4.°de anlatildigi sekilde 10 pg/mL derisimde tablet
¢ozeltisi hazirlandi. UV-Goriiniir Bolge spektrumlari alindi ve absorbanslar1 belirlendi.
Table ¢ozeltisine 1.5, 4.5 ve 9.5 pg/mL derisimde sefuroksim aksetil standart ¢aligma
cozeltisi eklendi, karistirildi ve son elde edilen ¢ozeltilerin glini¢i ve giinler aras1t UV-
Goriiniir Bolge spektrumlar1 alind1 (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) ve

absorbanslar1 belirlendi. Yontemin yiizde analitik geri kazanimi [% GK= (toplam
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deger-cklenen deger/tablet ¢ozeltisi)x100] formiilii kullanilarak tespit edildi. Herbir

tablet i¢in elde edilen sonuclar Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5. ve Tablo 4.6’da verildi.
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Sekil 4.3. Cefaks tabletinin 11.5 pg/mL, 14.5 pg/mL ve 19.5 pg/mL derisimlerdeki

¢ozeltilerinin UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometre absorpsiyon spektrumlars.

Tablo 4.3. Farmasotik Preparat Cefaks tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.75+0.15 102.17 1.28
45 10 14.57 £0.07 100.48 0.48
9.5 19.33+£0.10 99.13 0.52
Giinler Arasi Geri Kazimm
1.5 11.56 £0.16 100.52 1.38
4.5 10 14.45 £0.18 99.65 1.24
9.5 19.58 £0.20 100.54 1.02
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Sekil 4.4. Aksef tabletinin 11.5 pg/mL, 14.5 pg/mL ve 19.5 pg/mL derisimlerdeki

¢ozeltilerinin UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometri absorpsiyon spektrumiarsi.

Tablo 4.4. Farmasotik Preparat Aksef tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ug/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
15 11.77 £0.12 102.35 1.01
4.5 10 14.51 +0.03 100.01 0.21
9.5 19.69 £ 0.21 101.99 1.06
Giinler Arasi Geri Kazimm
15 11.70 £ 0.02 102.01 0.17
4.5 10 14.43 £ 0.09 99.26 0.62
9.5 19.55 +0.03 100.54 0.15
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Sekil 4.5. Cefurol tabletinin 11.5 pg/mL, 14.5 pg/mL ve 19.5 pg/mL derisimlerdeki

¢ozeltilerinin UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometri absorpsiyon spektrumiarsi.

Tablo 4.5. Farmasotik Preparat Cefurol tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.79+£0.22 102.52 1.86
4.5 10 14.68 £ 0.17 101.24 1.16
9.5 19.58 £0.07 100.41 0.36
Giinler Arasi Geri Kazimm
1.5 11.65+0.09 101.30 0.77
4.5 10 14.59 +0.13 100.62 0.89
9.5 19.61 £0.11 100.56 0.56
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Sekil 4.6. Enfexia tabletinin 11.5 pg/mL, 14.5 pg/mL ve 19.5 ug/mL derisimlerdeki

cozeltilerinin UV- Gortiniir Bolge Spektrofotometri absorpsiyon spektrumlari.

Tablo 4.6. Farmasotik preparat Enfexia tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.74 +£0.04 102.09 0.34
45 10 14.62 +£0.08 100.83 0.55
9.5 19.48 £0.11 99.89 0.56
Giinler Arasi Geri Kazimm
1.5 11.42 +£0.13 99.30 1.14
45 10 14.44 +£0.17 99.59 1.18
9.5 19.62 £0.12 100.62 0.61

4.1.1.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan UV-Goriintir Bolge Spektrofotometri
yontemin uygulamasi i¢in 500 mg sefuroksim aksetil etkin maddesini igeren Cefaks,
Aksef, Cefurol ve Enfexia tabletleri Eczanelerden temin edildi. Bu tabletlerin
herbirinden Boliim 3.4.’de anlatildig1 sekilde 10 pg/mL derisimde tablet ¢ozeltileri

hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin spektrumlar1 alind1 ve absorbanslari alt1 kez okundu. Elde
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edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi, ylizde geri kazanim

ve giiven araliklar1 belirlendi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Dort farkli ticari preparatta sefuroksim aksetil miktar tayini i¢in UV-GOriiniir

Bolge Spektrofotometri yonteminin uygulamasi

Tlac BulunanSS Geri Kazamim BSS (%0) Giiven Arahg
(mg) (%)
Cefurol® Tablet 511.0+0.6 102.2 0.12 101.9-102.5
Enfeksia® Tablet 514.0+0.4 102.8 0.08 102.5-103.1
Cefaks® Tablet 492.6+0.4 98.5 0.08 98.2-98.8
Aksef® Tablet 517.440.5 103.5 0.10 103.2-103.8

4.1.2. UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yonteminin Plazma Cahsmasi

4.1.2.1. Plazma Standart Cahsma ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Erzurum Kizilay kan bankasindan temin edilen bos insan plazmasmm 0.5 mL
sine kalibrasyon egrisi degerlerini elde edebilecek miktarda 6nceden hazirlanmis olan
sefuroksim aksetil standart stok ¢ézeltisinden eklendi (spike edildi), karistirild1 ve Boliim
3.3.4.°de analatildig1 sekilde ekstraksiyon edildi. Ayrica bos plazmada ayni sekilde
ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasinda 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 30 pug/mL derisimlerde
plazma calisma ¢ozeltileri ve 1.5, 4.5 ve 9.5 pg/mL derisimlerde plazma kalite kontrol
cozeltileri elde edildi. Bu ¢ozeltilerin UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemiyle

spektrumlar1 alind1 ve absorbanslar1 okundu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 30 pg/mL derisimlerde sefuroksim aksetil plazma

¢ozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari

4.1.2.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

a. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Plazmaya ekleme ve ekstraksiyon sonucunda 1-30 pg/mL derisim araliginda

sefuroksim aksetil’in 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 30 pg/mL derismlerdeki plazma ¢6zeltileri elde

edildi. Bu c¢ozeltilerin derisimlerine karsi okunan absorbans degerlerinin grafige

gegcirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemin plazmadan ekstrakte edilen

sefuroksim aksetil kalibrasyon egrisi

UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yonteminin, plazmadan ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz

sonugclar1 Tablo 4.8 de verildi.

Tablo 4.8. Plazma galismasinda Sefuroksim aksetil’ e ait kalibrasyon egrisi ile ilgili

istatistiki bilgiler

Parametreler UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometri
Yontemi
Dalga Boyu (A: nm) 277
Dgrusal Aralik (ug/mL) 1-30
Regrasyon Dogrusu Denklemi A=0.0393x + 0.0249
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 8.3x10™
Sp: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi 7.3x10°
R: Korelasyon katsayisi 0.9994
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b. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiglik degeri olan 1 pg/ml’den daha kiiclik
derigimlerde bir seri ¢ozeltiler hazirlandi, bos plazmaya eklendi ekstraksiyon edildi.
Ekstrakte edilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri alt1 kez okundu ve % Bagil Standart
Sapma (% BSS) degerleri belirlendi. % BSS degeri % 10’dan kiigiik olan deger miktar
tayin alt sinir1 (LOQ) ve % 20’den kiigiik olan deger ise gozlenebilme alt sinir1 (LOD)
degeri olarak kabul edildi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.45 pg/mL ve 1.0 pg/mL

olarak belirlendi.

C. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Plazma ¢alismasinda, yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giinigi
ve giinler aras1 degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi igerisine diisen ii¢ farkh
derisimde standart ¢alisma cozeltileri plazmaya eklenip karistirildiktan sonra ekstrakte
edilerek 1.5, 4.5 ve 9.5 pg/mL derisimde plazma kalite kontrol ¢6zeltileri hazirlandi. Bu
coOzeltilerin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda bir giinde alt1 kez) ve
giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli {ic gilinde alt1 kez) analizleri yapildi. Analiz
sonuglarmin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi
belirlendi. Kesinlik bagil standart sapma (%BSS) ve dogruluk ta bagil hatayla (% BH)

ile verildi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Plazma caligmasinda yontemin giinigi ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik

degerleri
Gilinigi Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan X+ SS % % Bulunan X+SS % %
(ug/mL)  Deger (ng/mL) BSS BH Deger (ng/mL) BSS BH
(ng/mL) (ng/mL)
1.43 1.45
1.43 1.45
15 1.45 1.46+£0.031 2.12 -2.67 1.53 1.51+0.052 3.31 0.67
1.45 1.53
1.48 1.53
151 1.58
4.20 4.33
4.23 4.33
4.5 4.25 4.25+0.031 0.73 -5.56 4.36 4.36+0.028 0.64 -3.11
4.25 4.36
4.28 4.38
4.28 4.40
9.47 9.54
9.49 9.56
9.5 9.44 9.62
9.52 9.48+0.033 0.35 -0.21 9.59 9.58+0.028 0.29 0.84
9.46 9.59
9.52 9.59

X: Ortalama Deger, SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

d. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim c¢alismasinda, ti¢ farkli derisimde kalite kontrol

cozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon

sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin absorbanslar1 okundu. Ayni derisimdeki standart

cozeltilerin absorbanslart okundu. Belirlenen bu iki absorbans degerleri birbirine

oranlanarak sefuroksim aksetilin plazmadan yiizde geri kazanim degerleri elde edildi

(Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre yonteminin plazmadan geri kazanim

degerleri
Giinici Geri Kazammm
Eklenen Standart Bulunan+SS Geri Kazanim BSS
Cozelti (ug/ mL) (ng/ mL) (%) (%)
15 1.46+ 0.03 97.33 2.12
45 4,25+ 0.03 94.44 0.73
9.5 9.48+0.03 99.79 0.35
Giinler Arasi Geri Kazimm
15 1.51+0.05 100.66 3.31
45 4,36+ 0.03 96.88 0.64
9.5 9.58+ 0.03 100.84 0.29

4.2. Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri Yontemi

4.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sefuroksim Aksetil’ in 100 pg/ mL derisimde stok ¢Ozeltisi analitik grade

asetonitrille hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden belirli hacimlerde alnip analitik grade

asetonitril ile seyreltilerek 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 ug/ mL derisimlerde

standart ¢alisma ¢ozeltileri ve dort farkli derisimde (1.5, 4.5, 9.5 ve 30 pug/mL) kalite

kontrol c¢ozeltileri hazirland1 ve birinci derece tiirev spektrumlari alindi. Tirev

spektrumunda 258 nm dalga boyunda bir maksimum ve 298 nm dalga boyunda bi

minimum olmak {izere iki pik gozlendi. Calismada Ol¢iimler 298 nm dalga boyunda

gerceklestirildi. Elde edilen birinci derece tiirev spektrumlari Sekil 4.9 da verildi.
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Sekil 4.9. 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/ mL derisimlerde sefuroksim aksetil

standart ¢alisma ¢ozeltilerinin birinci derece tiirev spektrumlari.

4.2.1.1.Yontemin Gecgerlilik Testi (Validasyonu)

a. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrileri

1-35 pg/mL derisim araliginda hazirlanan sefuroksim aksetil standart ¢alisma
¢ozeltilerinin derisimlerine (1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 ug/mL) kars1 298 nm
dalga boyunda okunan birinci derece tiirev absorbans degerlerinin grafige gegcirilmesi

ile kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminde 298 nm dalga boyunda

elde edilen kalibrasyon egrisi

Birinci derece tiirev spektrofotometri yontemiyle elde edilen kalibrasyon

egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.11°da verildi.

Tablo 4.11. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminin kalibrasyon egrisi ile

ilgili istatistiki bilgiler

Birinci derece tiirev

Parametreler spektrofotometre yontemi
Dalga Boyu (A: nm) 298

Dogrusal Aralik (pg/mL) 1-35
Regrasyon Dogrusu Denklemi D; = 0.1143x + 0.0126
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmast 39x10™"

Sp: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi 3.42x 10”

R: Korelasyon katsayisi 0.9996
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b. Gozlenebilme Alt Simir1 (LOD) ve Miktar Tain Alt Simir1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiglik degeri olan 1 pg/mL’den daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin 298 nm dalga boyunda birinci
derece tiirev absorbans degerleri alt1 kez okundu ve % Bagil Standart Sapma (% BSS)
degerleri belirlendi. % BSS degeri % 10’dan kii¢iik olan deger miktar tayin alt sinir1
(LOQ) ve % 20’den kiiciik olan deger ise gbzlenebilme sinir1 (LOD) degeri olarak kabul

edildi. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.4 pg/mL ve 1 pg/mL olarak belirlendi.

C. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giinici ve glinler-arasi
degiskenlerle belirlendi. Giini¢i ve giinler-aras1 deney sonuglari, kalibrasyon egrisi i¢ine
diisen dort farkli derisimde (1.5, 4.5, 9.5 ve 30 ug/mL) hazirlanan sefuroksim aksetil
cozeltileri i¢in elde edilen birinci derece tiirev degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve
bagil standart sapmalari belirlendi. Dogruluk % Bagil Hata (% BH) kesinlik ise % Bagil

Standart Sapma (% BSS) ile verildi. Deney sonuglar1 Tablo 4.12°de verildi.

87



Tablo 4.12. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminin giini¢i ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Gilinigi Giinler Arasi
Eklenen  Bulunan X+ SS % % Bulunan X+SS % %
(ug/mL)  Deger (ng/mL) BSS BH Deger (ng/mL) BSS BH
(ng/mL) (ng/mL)
1.42 1.44
1.44 1.44
15 1.43 1.43+0.008 0.56 -4.67 1.44 1.45+0.006  0.41 -3.33
1.43 1.45
1.44 1.45
1.44 1.45
4.36 4.40
4.36 4.40
4.5 4.36 4.37+0.006 0.14 -2.89 4.40 4.40+0.005 0.11 -2.22
4.37 441
4.37 441
4.47 4.40
9.32 9.41
9.34 9.41
9.5 9.33 9.33+0.010 0.11 -1.79 9.43 9.43+0.014 0.15 -0.74
9.35 9.43
9.33 9.44
9.33 9.44
29.36 29.29
29.37 29.29
30 29.38 29.38+0.018 0.06 -2.07 29.32 29.31+0.019 0.06 -2.30
29.39 29.32
29.41 29.32
29.39 29.34

X: Ortalama Deger, SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

d. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Framasotik preparatlarda analitik geri kazanim standart ekleme yontemine gore
yapildi. 500 mg sefuroksim aksetil etkin maddesi iceren Cefaks, Aksef, Cefurol ve
Enfexia tabletlerden Boliim 3.4.’de anlatildig1 sekilde 10 pg/mL derisimde tablet ¢ozeltisi
hazirland1. Birinci derece tiirev spektrumlart alindi ve absorbanslari belirlendi. Tablet
¢ozeltisine 1.5, 4.5 ve 9.5 pg/mL derisimde sefuroksim aksetil standart ¢ozeltileri eklendi,

karigtirildi ve son elde edilen ¢ozeltilerin giini¢i ve glinler arasi birinci derece tiirev spektrumlari
alindi (Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14) ve absorbanslar1 belirlendi. Yd&ntemin

yiizde analitik geri kazanimi [% GK= (toplam deger-eklenen deger/tablet c¢ozeltisi)x100]
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formiilii kullanilarak tespit edildi. Herbir tablet igin elde edilen sonuglar Tablo 4.13, Tablo

4.14, Tablo 4.15 ve Tablo 4.16°da verildi.
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Sekil 4.11. Cefaks tabletinin 11.5, 14.5 ve 19.5 pg/mL derisimlerdeki ¢ozeltilerinin

birinci derece tiirev spektrumlari

Tablo 4.13. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminde farmasotik preparat

Cefaks tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.65 £ 0.06 101.30 0.51
45 10 14.40 £0.16 99.31 1.11
9.5 19.52 £0.12 100.10 0.61
Giinler Arasi Geri Kazimm
1.5 11,57 £0.08 100.61 0.69
4.5 10 14.59 +0.23 100.62 1.58
9.5 19.39+£0.19 99.44 0.98
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Sekil 4.12. Aksef tabletinin 11.5, 14.5 ve 19.5 pg/mL derisimlerdeki ¢ozeltilerinin

birinci derece tiirev absorbsiyon spektrumlari

Tablo 4.14. Birinci tiirev spektrofotometri yonteminde farmasotik preparat Aksef

tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ug/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
15 11.82 +£0.14 102.78 1.18
4.5 10 14.21 +0.22 98 1.55
9.5 19.37 £0.09 99.3 0.47
Giinler aras1 Geri Kazimm
15 11.66 £0.18 101.39 1.54
4.5 10 14.69 + 0.27 101.31 1.84
9.5 19.43 £0.11 99.64 0.57
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19.5 pg/mLderisimlerdeki ¢ozeltilerinin

Tablo 4.15. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminde farmasotik preparat

Cefurol tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazanim BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.79£0.07 102.52 0.59
45 10 14.78 £0.14 101.93 0.95
9.5 19.78 £0.11 101.44 0.56
Giinler Arasi Geri Kazimm
1.5 11.55+£0.08 100.43 0.69
4.5 10 14.39 +£0.12 99.24 0.83
9.5 19.62 +£0.09 100.62 0.46
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Sekil 4.14. Eenfexia tabletinin 11.5, 14.5 ve 19.5 pg/mLderisimlerdeki ¢ozeltilerinin

birinci derece tiirev absorbsiyon spektrumlari

Tablo 4.16. Birinci derece tiirev spektrofotometri yonteminde farmasotik preparat

Enfexia tabletin analitik geri kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
1.5 11.73£0.22 102.00 1.88
45 10 14.73+0.17 101.59 1.15
9.5 19.62 £0.19 100.61 0.96
Giinler Arasi Geri Kazzimm
1.5 11.46 £0.21 99,65 1.83
45 10 14.74 £ 0.24 101.66 1.63
9.5 19.34 £0.12 99.18 0.62

4.2.2. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri
yontemin uygulamasi i¢in 500 mg sefuroksim aksetil etkin maddesini igeren Cefaks,
Aksef, Cefurol ve Enfexia tabletleri Eczanelerden temin edildi. Bu tabletlerin
herbirinden Bolim 3.4.’de anlatildig1 sekilde 10 pg/mL derisimde tablet c¢ozeltileri

hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin birinci derece tiirev spektrumlar1 alindi ve absorbanslar alt1
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kez okundu. Elde edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi,

yiizde geri kazanim ve giiven araliklar1 belirlendi (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Dort farklh ticari preparatta sefuroksim aksetil miktar tayini i¢in Birinci

Derece Tiirev Spektrofotometri yonteminin uygulamasi

Tlac BulunantSS Geri Kazammm  BSS (%) Giiven Arahg
(mg) (%)
Cefurol® 488.0+0.4 97.6 0.08 97.3-97.9
Tablet
Enfeksia® 518.8+0.6 103.8 0.12 103.5-104.1
Tablet
Cefaks® Tablet 513.4+0.3 102.7 0.06 102.4-103.0
Aksef® Tablet 508.0+0.2 101.6 0.04 101.3-101.9
4.3. HPLC Yontemi

4.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi Gelistirme

S1v1 kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde {izerinde durulacak en 6nemli
husus, yeterli ayrmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Hareketli fazin bilesimi, ters faz
sivi kromatografide bilesiklerin alikonmalarinda 6nemli rol oynar. Mobil faz olarak
kullanilan ¢oziicii karisimlarinda polarite, mobil fazin elue etme giicliniin bir 6l¢iistdiir
ve ters faz HPLC’de ¢oziinenin alikonmasimi etkileyen temel faktordiir. Bu ¢alismada
hareketli faz olarak, metanol, asetonitril, metanol-asetonitril, metanol-su, asetonitril-su
ve asetonitril-% 0.1’lik asetik asitli su (asetonitril- % 0.1’lik asetik asitli su: 50:50,
70:30, 80:20 ve 90:10 oranlar1, h/h) ¢o6ziicti karisimlar: denendi. 70:30 (h/h) oraninda
asetonitril-% 0.1’lik asetik asitli su ¢oziicii karigiminda diger ¢oziici ve ¢oziicl
karigimlarma gore daha iyi aywrmmin elde edildigi tespit edildi ve daha sonraki
calismalarda bu ¢ozelti karisimi kullanildi. Ayrica Cg ve Cyg ters faz kolonlar denendi

en iyi ayirim Cig (250x4.6 mm,5um) kolonda elde edildi.
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4.3.2. Standart ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sefuroksim Aksetil‘in 100 pg/mL derisimde stok c¢ozeltisi HPLC grade
asetonitrilde hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden belirli hacimlerde alinip HPLC grade
asetonitril ile seyreltilerek 2.5 pg/mL derisimde internal standart (etadolak) i¢eren 0.3,
0.5, 1, 3, 6 ve 12 pg/mL derisimler de standart ¢alisma ¢ozeltileri ile 0.4, 4.0 ve 8.0
ug/mL derisimlerde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. HPLC sistemine enjekte

edilerek 280 nm dalga boyunda kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.15).

30—

20—

Sekil 4.15. HPLC yonteminde, 2.5 pg/mL derisimnde etodolak (IS) igeren 0.3, 0.5, 1, 3,
6 ve 12 pg/mL derisimlerde sefuroksim aksetil standart c¢alisma ¢6zeltilerinin

kromatogramlars.

4.3.3. HPLC Yonteminin Gegerlilik Testleri

4.3.3.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

Onceden belirlenen kromatografik sartlar altinda alman kromatogramlarda
herhangi bir interferense rastlanmadi. Sefuroksim aksetil ve etadolak (I1S) alikonma

zamanlar1 sirasiyla 1.5 dak ve 2.3 dak olarak belirlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. 6 pg/mL derisimde standart sefuroksim aksetil ¢6zeltisinin HPLC

kromatogrami

4.3.3.2. Dogrusallik/Calisma Arahg

0.3, 0.5, 1, 3, 6 ve 12 pg/mL derisimlerdeki sefuroksim aksetil ¢ozeltileri ile
etodolak ¢6zeltisinin kromatogramlar1 alinarak pik alanlar1 tespit edildi. Sefuroksim
aksetil ¢ozelti derisimlerine kars1 sefuroksim aksetil pik alaninin etodolak pik alanma

orani grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. HPLC yonteminin kalibrasyon egrisi
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HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.18’ da verildi.

Tablo 4.18. Sefuroksim Aksetil kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler HPLC

Dalga Boyu (A: nm) 280
Dogrusal Aralik (ug/mL) 0.3-12
Regrasyon Dogrusu Denklemi y= 0.4455x + 0.0036
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 2.0x 10 *

Sp: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmast 3.8x10*

R: Korelasyon katsayisi 0.9998

4.3.3.3. Dogruluk/Kesinlik

Sefuroksim Aksetil” in kalibrasyon egrisi i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde (0.4, 4
ve 8 ng/mL) kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar
sartlarinda 1 giinde 3 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 3 kez) analizleri
ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Sekil.4.18’te kalite kontrol ¢ozeltilerinin
kromatogramlari verilmistir. Analiz sonuglarmnin ortalamasi, standart sapmasi, bagil
standart sapmas1 ve bagil hatalar1 belirlendi. Dogruluk bagil hatayla (% BH) kesinlik ise

bagil standart sapma (% BSS) ile verildi (Tablo 4.19).
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Sekil 4.18. Sefuroksim Aksetil’ in kalite kontrol ¢ozeltilerine ait kromatogramlar

Tablo 4.19. HPLC yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri

Gilinigi Giinler Arasi
Eklenen Bulunan X+ SS % % Bulunan X+SS % %
(ng/mL)  Deger (ng/mL) BSS BH Deger (ng/mkL) BSS BH
(ng/mL) (ng/mL)
0.41 0.41
0.42 0.42
0.4 0.41 0.41+£0.006 1.46 250 0.43 0.42+0.010 2.38 5.00
4.07 4.03
4.10 4.08
4.0 4.03 4.07£0.035 0.86 1.75 4.03 4.05+0.029 0.72
1.25
8.27 8.33
8.25 8.28
8.0 8.26 8.26+0.010 0.12 3.25 8.22 8.28+0.055  0.66 3.50

X: Ortalama Deger, SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

4.3.3.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt sinir1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kii¢lik degerinden daha kiigiik derisimler de bir seri
cozelti hazirland1 ve kromatogramlar1 alindi. Kromatogramlar da sinyal/giiriiltii oranimin
3 oldugu derisim gozlenebilme smir1 (LOD), 10 oldugu derisim ise miktar tayin alt
sinir1 (LOQ) olarak belirlendi. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.1 pg/mL ve

0.3 png/mL olarak tespit edildi.
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4.3.3.5. Geri Kazanim

Framasoétik preparatlarda analitik geri kazanim standart ekleme yontemine gore
yapildi. 500 mg sefuroksim aksetil etkin maddesi iceren Cefaks, Aksef, Cefurol ve
Enfexia tabletlerden Boliim 3.4.’de anlatildig1 sekilde 2.5 pg/mL derisimde tablet ¢ozeltisi
hazirlandi, kromatogrami alinarak pik alani tespit edildi (Sekil 4.19). Bu ¢0zelti lizerine 0.4,
4.0 ve 8.0 ug/mL derisimlerde sefuroksim aksetil standart ¢alisma ¢ozeltileri eklendi,
kromatogramlar1 alind1 ve herbir ¢ozeltinin pik alanlar1 tespit edildi (Sekil 4.20, Sekil
4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23). Yontemin yiizde analitik geri kazanmimi [% GK= (toplam

deger-eklenen deger/tablet ¢ozeltisi) x100] formiili kullanilarak tespit edildi (Tablo 4.20, Tablo

4.21, Tablo 4.22 ve Tablo 4.23).

I T T T T T I
o 05 1 15 2 25 3 35 min

Sekil 4.19. 2.5 pg/mL derisimdeki sefuroksim aksetilin standart c¢alisma tablet

cozeltilerinin kromatogrami
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Sekil 4.20. 2.5 pg/mL derisimindeki Aksef tablet ¢ozeltisine 0.4 pg/mL, 4.0 pg/mL ve

8.0 pug/mL derisimlerdeki sefuroksim aksetil standart

eklenmesiyle elde edilen HPLC kromatogramlari.

calisma ¢ozeltilerinin

Tablo 4.20. HPLC yonteminde farmasotik preparat Aksef tabletin analitik geri kazanim

degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
0.4 0.41 + 0.01 102.50 2.44
4.0 2.5 4.04 +£0.02 101.17 0.51
8.0 8.29+0.13 103.62 1.51
Giinler Arasi Geri Kazzimm
0.4 0.42 +0.02 104.33 412
4.0 2.5 4,15+ 0.05 103.66 1.24
8.0 8.38+0.12 104.75 1.45
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Sekil 4.21. 2.5 ng/mL derisimindeki Enfexia tablet ¢ozeltisine 0.4 ug/mL, 4.0 ug/mL ve

8.0 upg/mL derisimlerdeki

sefuroksim aksetil

eklenmesiyle elde edilen HPLC kromatogramlari.

standart

calisma ¢ozeltilerinin

Tablo 4.21. HPLC yonteminde farmasotik preparat Enfexia tabletin analitik geri

kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
0.4 0.42 + 0.01 104.16 1.38
4.0 2.5 4,07 +0.02 101.64 0.42
8.0 8.22+0.15 102.75 1.82
Giinler Arasi Geri Kazzimm
0.4 0.41+0.01 102.5 2.43
4.0 2.5 4.14 +0.05 103.58 1.21
8.0 8.28+0.16 103.5 1.90
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Sekil 4.22. 2.5 pg/mL derisimindeki Cefurola tablet ¢ézeltilerine 0.4 pg/mL, 4.0 pg/mL

ve 8.0 pg/mL derisimlerdeki sefuroksim aksetil standart calisma ¢ozeltilerinin

eklenmesiyle elde edilen HPLC kromatogramlari.

Tablo 4.22. HPLC yonteminde farmasotik preparat Cefurol tabletin analitik geri

kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet BulunanSS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
0.4 0.42 + 0.02 105.00 3.61
4.0 2.5 4.05+0.04 101.25 0.89
8.0 8.26+0.11 103.25 1.35
Giinler Arasi Geri Kazinim
0.4 0.42 +£0.02 105.00 412
4.0 2.5 4.07+0.04 101.83 0.93
8.0 8.24 + 0.07 103.00 0.85
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Sekil 4.23. 2.5 pg/mL derisimindeki Cefaks tablet ¢ozeltilerine 0.4 pg/mL, 4.0 pg/mL
ve 8.0 pg/mL derisimlerdeki sefuroksim aksetil standart c¢alisma ¢dzeltilerinin

eklenmesiyle elde edilen HPLC kromatogramlari.

Tablo 4.23. HPLC yonteminde farmasotik preparat Cefaks tabletin analitik geri

kazanim degerleri

Giinici Geri Kazammm

Eklenen Standart Tablet Bulunan+SS Geri Kazamm BSS
Cozelti (ng/ mL) Cozeltisi (ng/ mL) (%) (%)
(ng/ mL)
0.4 0.41+ 0.02 102.50 5.58
4.0 2.5 412 +0.10 103.00 2.32
8.0 8.25+0.09 103.13 1.17
Giinler Arasi Geri Kazimm
0.4 0.41 +0.02 102.50 3.76
4.0 2.5 4.19+0.04 104.66 0.97
8.0 8.32+0.09 104.00 1.05

4.3.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan HPLC yontemin uygulamasi i¢in 500 mg

sefuroksim aksetil etkin maddesini igeren Cefaks, Aksef, Cefurol ve Enfexia tabletleri
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Eczanelerden temin edildi. Bu tabletlerin herbirinden Boliim 3.4.°de anlatildig1 sekilde
2.5 pg/mL derigimde tablet ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin kromatogramlar: alind1
ve pik alanlar1 alt1 kez okundu. Elde edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil

standart sapmasi, yiizde geri kazanim ve giiven araliklar1 belirlendi (Tablo 4.24).

Tablo 4.24. Dort farkli ticari preparatta sefuroksim aksetil miktar tayini i¢in HPLC

yonteminin uygulamasi

Tlac BulunantSS Geri Kazammm  BSS (%) Giiven Arahg
(mg) (%)
Cefurol® 486.0+0.2 97.2 0.04 96.9-97.5
Tablet
Enfeksia® 508.1+0.1 101.6 0.02 101.3-101.9
Tablet
Cefaks® Tablet 509.6+0.2 101.9 0.04 509.3-509.9
Aksef® Tablet 512.0+0.3 102.4 0.06 102.1-102.7
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5. TARTISMA

Analitik kimya, bir maddenin bilesenlerinin ayrilmasi, taninmasi ve
miktarlarmin bulunmasi islemlerini nitel analiz ve nicel analiz olarak inceleyen bilim
dalidir. Herhangi bir maddenin analizi i¢in kullanilacak analitik tekniklerin tistiinlikleri
ve smirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine
sahip olmak gerekir. Bunlarin yaninda, calisilacak konu ile ilgili 1yi bir literatiir
taramasmin yapilmis olmasi gerekmektedir. Aslinda analitik bir teknigin nasil
belirlenecegi konusunda belli bir sey soylemek miimkiin degildir. Ciinkii sartlara baglh
olarak kullanilacak teknikler degisebildiginden her zaman, sadece bir tane en iyi yol
olmayabilir. Analitik bir yontemin bir deger ifade edebilmesi i¢in, yontemin dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, segicilik, spesifiklik, hassaslik ve analiz siiresinin kisa
olmas1 gibi gegerlilik test parametrelerinin incelenmesi gerekmektedir. Yontem
gelistirme ve gecerlilik testlerinin belirlenmesinde bilesimi analitik bir ¢alisma icin
belirlrnmis kurallar ¢er¢evesinde tiretilmis standart numunelerin kullanilmasi gereklidir.

Analitik bir c¢alismada c¢alismaya baslamadan once calismayla ilgili iyi bir
literatiir taramasinin yapilmasi gereklidir. Literatiir calismasi sonrasinda elde edilen
bilgiler dogrultusunda bir c¢alisma programi olusturup bu program cergevesinde
calismay1 gerceklestirmek gerekmektedir. Bu bilgiler 1s181inda bu ¢calismaya baslamadan
once iyi bir literatiir taramas1 gerceklestirildi. Literatiir taramasinda sefuroksim aksetil
etkin maddesi ile ilgili birgok g¢alismaya ulasildi. Literatiir ¢alismasi 15181 altinda
antibiyotik olarak kullanilan sfuroksim aksetil etkin maddesinin hem farmasotik
preparatlarda hem de plazmada miktar tayini igin UV-Goriinir Bolge
Spektrofotometrisi, Birinci Derece Tiirev Spektroforometrisi ve HPLC yontemleri

gelistirilip gecerlilik testleri yapildi.
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Calismada kullanilan sefuroksim aksetil standart etken maddesi ve internal
standart olarak kullanilan etodolak Novagenixden temin edildi. Sefuroksim aksetil etkin
maddesini iceren Aksef, Cefaks, Cefurol ve Enfeksia tabletleri Eczanelerden temin

edildi.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotmetri yontemi diger yontemlere gore daha
kolay olmasi bakimindan ila¢ endiistrisinde farmasotik preparatlarda ilag etken
maddelerinin miktar tayininde tercih edilen yontemlerden biri oldugu sdylenebilir. Bu
teknikte, UV-Goriiniir Bolge spektrumu, madde iizerine gonderilen 1s18in dalga
boylarina kars1 absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilir. Yani A= f(A)

fonksiyonudur.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ¢alismasinda, sefuroksim aksetil’ in 277
nm dalga boyunda maksimum absorbans verdigi tespit edildi. Yontemin dogrusal
oldugu 1-35 pg/mL derisim araliginda, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL
derisimlerde sefuroksim aksetil standart ¢alisma ¢ozeltilerinin derisimine karsi okunan
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretildi. Kalibrasyon egrisinin
regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi A= 0,0401x + 0,0327 (A:
Absorbans, x: sefuroksim aksetil derisimi) ve korelasyon katsayisi (R) 0.9997,
gozlenebilme smnir1 (LOD) degeri 0.4 pg/mL ve miktar tayin alt smir1 (LOQ) degeri 1.0
pg/mL olarak belirlendi. Giinigi ve giinle arasi bagil standart sapma (% BSS) degerinin
% 1.50°den bagil hatanin (% BH) ise % 7.0’den kii¢iik oldugu tespit edildi. Gelistirilip
gecerlilik testleri yapilan yontem sefuroksim aksetil etkin maddesi igeren dort farkli
tabletlerde etkin madde miktar tayininde basariyla uygulandi ve dort tablet igin

yontemin ortalama geri kazanim degeri % 100.74 olarak belirlendi.
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UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemiyle plazmada sefuroksim aksetil
miktar tayini yapilmaya calisildi. Bu calismada 1-30 pg/mL derisim araliginda
hazirlanan bir seri sefuroksim aksetil standart ¢alisma ¢6zeltilerinden uygun miktarlarda
0.5 ml plazma tizerine eklenip (spike edilip) karistirildi ve boliim 3.3.4.de belirtildigi
sekilde sivi-stvi ekstraksiyon islemi uygulandi. Ekstraksiyon islemi sonucunda 1, 2, 4,
6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 pg/mL derisimlerde plazma ¢alisma ¢ozeltileri elde edildi.
Bu ¢ozeltilerin spektrumlar1 alindi ve absorbanslari tespit edildi. Her bir ¢6zeltinin
derisimine kars1 absorbans degeri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi
A=0.0393x + 0.0249 (A: Absorbans, x: sefuroksim aksetil derisimi) ve korelasyon
katsayisi (R) 0.9994, gozlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0.45 pg/mL ve miktar tayin alt
smirt (LOQ) degeri 1.0 pg/mL olarak belirlendi. Giini¢i ve giinler arasi1 bagil standart
sapmasinin (% BSS), % 3.5°den ve bagil hatanin ise (% BH) % 6.0’dan kiigiik oldugu
ve plazmadan sefuroksim aksetil’in ortalama geri kazanimi degerininin % 98.03 oldugu

tespit edildi.

Tirev spektrofotometresi, tiirev spektrumlarmin kullanilmasi esasia dayali bir
analiz yontemidir ve UV-Goriiniir Bolge ¢alismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriinlir Bolge spektrumlarinda {ist {iste binen,
cakisan bantlarin daha cok goriilmesi ve aywrim giiciiniin zayif olmasidir. Tiirev
uygulamalar1 bu sorunlara belli oranlarda ¢dziim getirmis ve karakteristik pikleri az olan

ve ¢ozlimlenmemis bantlar1 igeren spektrumlarin ayirim giiciinii artirmastir.

Birinci Derece Tiirev Spektrofotometresi ¢alismasinda alinan spektrumda 258
nm dalga boyunda bir maksimum ve 298 nm dalga boyunda bir minimum olmak iizere
iki pik gozlendi. 298 nm dalga boyunda galigma gergeklestirildi. Yontemin dogrusal

oldugu 1-35pug/ mL derigim araliginda hazirlanan 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 25 ve 35 pg/mL
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derisimlerdeki sefuroksim aksetil standart ¢alisma ¢ozeltilerinin derisimine karsi birinci
derece tiirev absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi.
Kalibrasyon egrilerinin yapilan regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi
D; = 0,1143x + 0,0126 (Ds: Birinci derece tiirev absobansi, x: sefuroksim aksetil
derisimi) ve korelasyon katsayisi (R) 0.9996 olarak belirlendi. Birinci derece tiirev
spektrofotometresi yontemi i¢in gozlenebilme smir1 (LOD) degeri 0.4 pg/mL ve miktar
tayin alt smir1 (LOQ) degeri 1.0 pg/mL olarak tespit edildi. Giinigi ve giinler aras1 bagil
standart sapmasi (% BSS) % 0.6’dan ve bagil hata ise (% BH) % 5.0’den kii¢iik oldugu
belirlendi. Yontemin farmasotik preparatlardaki geri kazanimi % 100.62 olarak tespit
edildi. Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan yontem sefuroksim aksetil etkin maddesi

iceren dort farkl tabletlerde etkin madde miktar tayininde basariyla uygulandi.

Kromatografi, miktar1 bilinmeyen ve i¢inde baska maddelerinde oldugu
karisimlardaki kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayininde c¢ok yaygmm
olarak kullanilan yontemler biitiiniidir. Bu yontemler toplulugundan Yiiksek
Performans S1vi Kromatografisi (HPLC) dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, segicilik,
duyarlhlik, geri kazanim, diisiik hacimde numune ile analiz yapilmasina imkan tanimasi
ve sonuglarin hizli tayin edilebilmesi 6zellikleri sayesinde diger yontemlere kiyasla
daha avantajli bir yontem olarak goze ¢arpar. Yiksek Performansl Sivi Kromatografisi
bu ustiinlikkler hasebiyle ilag endiistrisinde gerek farmasotik preparatlardan miktar
tayininde gerekse de biyolojik sivilardan ilag etkin maddelerinin analizlerinde sikca

basvurulan bir yontemdir.

HPLC calismalarinda sicaklik, kolon, sabit faz, hareketli fazin bilesenleri ve
mobil faz icerisindeki bulunma yiizdeleri gibi parametreler analizi yapilacak maddenin
absorbans degerlerine ve analiz siliresine etki etmektedir. Bundan dolay1 ayrimin

iyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuclarin alinabilmesi i¢in kromatografik kosullarin
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optimizasyonuna gerek duyulmaktadir. Calisma parametreleri belirlenirken oncelikle
literatlirdeki veriler incelendi ve bu verilere gore bazi testler yapilarak en uygun
araliklar ve ayirimin en iyi oldugu sartlar belirlendi. Ters faz Cig kolonu (5 pm, 250 x
4.6 mm), % 0.1’lik asetik asitli su: asetonitril (30:70, h/h) den olusan hareketli faz,
kolon sicakligi degisken, 1.0 mL/dak hareketli faz akis hizi, 280 nm dalga boyu ve 10
uL enjeksiyon hacminden olusan ¢aligma parametreleri kullanildi. Ayrica literatiirdeki
var olan yOntemlere de alternatif olabilecek yeni bir yontemin ortaya konmasi

amagland.

Calismamizda diger bazi yontemlerde kullanilan tiirevlendirme ajanlarina
ihtiya¢ duyulmadi. Herhangi bir tiirevlendirme girisimine ihtiya¢ duyulmadan
dogrusallig1 oldukga iyi bir kalibrasyon egrisi elde edildi ve geri kazanim degerleri de

baz alindiginda tatmin edici bir ¢alisma oldugu gozlendi.

Standart ¢ozeltilerin 0.3-12 pg/mL derisim araliginda yontemin dogrusal oldugu
belirlendi. Stok ¢ozeltiden 0.3, 0.5, 1.0, 3.0, 6.0 ve 12.0 pg/mL derisimlerinde bir
sefuroksim aksetil standart ¢6zelti hazirland1 ve karisima internal standart olarak 2.5
pug/mL derisiminde etodolak eklenerek HPLC’de kromatogramlar1 alindi. Her bir
¢ozeltinin derisimine kars1 sefuroksim aksetil pik alaninin etadolak pik alanina orani
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regrasyon
analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi y = 0,4455x — 0,0036 (y: sefuroksim
aksetil pik alanmn etodolak (IS) pik alan orani, Xx: sefuroksim aksetil derigimi);
korelasyon katsayist (R) 0.9998 olarak, yontemin goézlenebilme smir1 (LOD), 0.1
pug/mL, miktar tayin alt sinir1 (LOQ 0.3 pg/mL olarak belirlendi. Yontemin giini¢i ve
glinler arasi bagil standart sapmasi (% BSS) degeri % 2.5’den, bagil hatas1 (% BH) ise
% 5.0’den kiigiik, tabletten analitik geri kazanim degerinin ortalama olarak % 103.22

oldugu tespit edildi. Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan yontem sefuroksim aksetil
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etkin maddesi i¢eren dort farkl tabletlerde (Cefaks, Cefurol, Aksef ve Enfexia tabletler)

etkin madde miktar tayininde basariyla uyguland.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; sefuroksim aksetil etkin maddesinin standart c¢aligma
cozeltilerinde ve tabletlerde miktar tayini i¢in UV- Goriiniir Bolge Spektrofotometri,
Birinci Derece Tiirev Spektrofotometri ve HPLC yontemleri ile plazmada sefuroksim
aksetil miktar tayini i¢in UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve Birinci Derece Tiirev
Spektrofotometri yontemleri gelistirilip gecerlilik testleri yapildi. Bu yOntemlerin
sefuroksim aksetil miktar tayini i¢in hassas, duyarli, secici, dogru, kesin ve
tekrarlanabilir oldugu gecerlilik testleri ile gosterildiginden gelistirilen yontemlerin
kalite kontrol ¢aligmalarinda sefuroksim aksetil miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu
sonucuna varilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen verilerin ileriki sefuroksim aksetil ile

ilgili caligmalara da yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir.
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