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OZET

Yaygm bir antibiyotik olan amoksisilinin analizinde yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilmaktadir. ilag endiistrisinde gergeklestirilen analizlerde zaman ve maliyet énemlidir. Bu nedenle bu
calismada HPLC ile amoksisilin analizinde optimizasyon i¢in kemometrik yontemler kullanilmigtir. Mobil fazin
metanol orani, pH’s1 ve akis hiz1 faktor olarak, alikonma zamani, pik alan1 ve pik yiiksekligi cevap yiizeyi olarak
belirlenmistir. Faktorler ve cevap yiizeyleri arasindaki baginti Design Expert 7.0.0. programui kullanilarak elde
edilmistir. Optimizasyon, alikonma zamani1 5-6 dakika tutularak gerceklestirilmistir. Deneysel optimizasyon
degerleri Merkezi Bilesik Tasarim Yontemiyle hesaplanan degerlerle karsilastirildiginda, pH igin %99,6, akis
hiz1 i¢in %95, metanol yilizdesi i¢in %98 dogruluk tespit edilmistir. Phenomenex C18 100A (250%4,00 mm, 5
um) kolonunun kullanildigi yontemde optimum kosullar %15 metanol, pH 8,5 ve akis hiz1 0,8 mL/dk seklinde
belirlenmis, yontemin belirleme sinir1 (LOD, alan i¢in) 0,0134 mg/L ve tayin siir1 (LOQ, alan i¢in) 0,0452
mg/L olarak saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, amoksisilin, HPLC, kemometri

DETERMINATION OF AMOXYSILINE BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY USING EXPERIMENTAL DESIGN
METHOD

ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is used for analysis of amoxicillin which is an antibiotic
widely used. Time and cost of analysis performed in the pharmaceutical industry are important. Therefore, in this
study, chemometric methods were used to optimize amoxysiline analysis by HPLC. The percentage of methanol
in the mobile phase, pH and flow rate were used as a factor, the retention time, peak area and peak height were
defined as the response surface. Correlation between these factors and the response surface was obtained using
Design Expert 7.0.0. program. Optimization was performed by keeping retention time around 5-6 min. The
experimental optimization variables values and calculated optimization variables values by using Central
Composite Design Method were compared, and the accuracy of 99.6% for pH, 95% for flow rate and 98% for
methanol percentage was determined. Optimum conditions for HPLC method with Phenomenex C18 100A (250
x 4.00 mm, 5 pm) column were 15% methanol, 8.5 pH and 0.8 mL/min flow rate, and the analytical performance
of the method was as follows: limit of detection (LOD, for area) 0.0134 mg/L and limit of quantification (LOQ,
for area) 0.0452 mg/L.
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1. GIRIS

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve insan sagligi agisindan ¢ok
biliyilk 6neme sahip ilaglardir. Kelime anlamu ile “antibiyotik” terimi, “hayata kars1” demektir. Bu kimyasal
maddeler, bakterilerin ¢cogalmasin1 dnlemekte ve bazen de bakterileri dldiirmektedir. 1935 yilinda Domagh
stilfonamitler ile enfeksiyon hastaliklarinda kemoterapi kavramini ortaya ¢gikarmis ve prontosil iizerinde yapilan
calismalarla 1938’de Nobel Odiilii’nii almistir. On yil icinde, 5.400 degisik siilfonamit tiirevinin sentezi
yapilarak ve klinik testlerden gecirilerek antibiyotik tarihinde biiyiik gelismeler kaydedilmistir. 1942°de
penisilinin klinik olarak ilk kez denenmesiyle siilfonamitlerin antibakteriyel kemoterapinin ilac1 olarak
kullanilmasina yeni bir yontem getirilmistir. Alexander Fleming bir rastlantt sonucu kiiltiir ortamina bulagmig bir
kiif mantarinin gevresinde staflokoklarm (her insanda bulunabilen mikroorganizma g¢esidi) tireyemedikleri,
tersine Oldiiklerini gérmiistiir. 1939-1943 yillar1 arasinda, Actinomycetes tiirleri {izerinde yapilan calismalar
sonucunda streptomisin adi verilen bir madde elde edilmistir. 1944 yilinda bu madde tedavi amaglh kullanildi,
flerleyen yillarda mikroorganizmalar tarafindan direng artimindan dolayr etkinligini yitirmis ve daha dar
alanlarda bilingli olarak kullanilmaya baslanmistir. Kloramfenikol ve klortetrasiklin gibi yiizlerce antimikrobiyal
ajan kesfedilerek literatiire kazandirilmigtir [1].

Charles ve Chulavatnatol [2] tarafindan yapilan ¢aligmada, amoksisilin plazmada HPLC yontemi ile UV
dedektor kullanilarak miktar tayininin yapilmasi amaglanmistir. 229 nm dalga boyunda c¢alisilmistir. Hareketli
faz olarak asetonitril ve pH’st 7,4 olan tampon ¢ozelti (1:25, h:h) kullanilmistir. Toplam analiz siiresi 24
dakikadir. Kalibrasyon araligi, 0,25-16 mg/L’dir. Sonug olarak, analizde gbzlenen interferanslarin amoksisilinin
bilinen iki metabolitine ait oldugu belirtilmistir.

Yuan ve ark. [3] tarafindan yapilan ¢alismada, amoksisilin insan plazmasinda ve orta kulak sivisinda kat1 faz
ekstraksiyon ile miktar tayini yontemini kullanmiglardir. Calisma HPLC sisteminde UV dedektdr kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Kantitatif alt limit degeri (LOQ) 0,125 pg/mL’dir. Calisilan konsantrasyon araligi, 0,125-35
pg/mL’dir.

Yuan ve ark. [4] tarafindan yapilan ¢alismada, amoksisilinin insan ve ¢ingilla (sincaba benzer giiney Amerika
hayvami) plazmasi, orta kulak sivisi ve tam kanda HPLC ile analizinin yapilmasi amaglanmistir. Ug biiyiik
matriksin karsilagtirilmasini, insan ve ¢ingilla farkini belirlemislerdir. Kat1 faz yontemi ile ekstraksiyon yapilmis
olup UV dedektorde 210 nm’de ¢alisilmistir. Hypersil C8 kolon ile hareketli faz olarak da pH’s1 6,5 olan fosfat
tamponu ve tetrabutilamonyumkloriir igeren %6’lik asetonitril kullanilmustir. 0,25-20 pg/mL Konsantrasyon
araliginda ¢alismislardir.

Fontana ve ark. [5] tarafindan yapilan ¢aligmada, polietilenglikol (PEG) ile kapl polietilsiyanoakrilat (PECA)
nanopartikiilleri ig¢ine amoksisilin salinim profili, bazi bedensel sivilarin benzer ¢esitli kosullari altinda
calistlmistir. Tiim bu deneyler iginde, serbest formda amoksisilin salimimi1 HPLC ile incelenmistir. Arastirma
sonucunda, pH 7,4’de PEG molekiilii ilave edildiginde ila¢ salimmimin yiikselis gosterdigi belirlenmistir. insan
plazmasinda ise, bu durumun aksi gdzlenmistir.

Holstege ve ark. [6] tarafindan yapilan ¢alismada, siit i¢indeki beta-laktam antibiyotikleri i¢in daha duyarh ve
kantitatif bir metot gelistirilmesi amaglanmistir. Calisilan antibiyotikler ampisilin, amoksisilin, penisilin G,
penisilin V, kloksasilin, sefapirin ve seftiofurdir. Antibiyotikler ters-faz kolon ayirma yontemi ve asetonitril ile
stitten uzaklastirilmistir.

Dousa ve Hosmanova [7] tarafindan yapilan ¢alismada, HPLC kullanilarak karigimdaki amoksisilinin rutin
olarak tanimlanmasi ve dl¢iimii i¢in hizl1 bir analitik yontem gelistirilmis ve test edilmistir. On karisim 6rnekler
10 dakika 100 mL ekstraksiyon karisimi, su-metanol (800:200, h:h) kullanilarak ekstrakte edilmistir. Y6ntemin
secici oldugu ve rutin analizler i¢in kullanilabilecegi kanitlanmustir.

Kerc ve Opara [8] tarafindan yapilan ¢alismada, agiz yolu ile alinan amoksisilin/klavulanat icerikli ani
salinimli tablet ve kontrollii salinim yapan kapsiil seklinde tedavi sistemlerinin biyolojik ¢aligma ile
gelistirilmesi amaglanmistir. Sonug olarak, yapilan ¢aligmada 1.500 mg amoksisilin, 125 mg klavulanik asit
iceren yeni bir tedavi sisteminin gelistirilmesindeki parametreler onaylanmustir.

Ashnagar ve Naseri [9] tarafindan yapilan galismada, iran’da birkag ilag firmasindan alinan gesitli dozaj
formalarda 3 ¢esit penisilinin (amoksisilin, kloksasilin ve ampisilin) standart aktivite safliklarinin arastirtlmasi
amaclanmigtir. Sonug olarak, standart toz ve degisik dozaj formlarda saflik oran1 %100 olarak belirlenmistir

Tavakoli ve ark. [10] tarafindan yapilan ¢alismada, yeni siirekli salimim yapan tablet formasyonu ilag salim
profilleri ve yardimc1 maddelerin uyumluluk ¢alismalarin1 degerlendirmek amaciyla es zamanh olarak tek bir
dalga boyunda (254 nm), amoksisilin ve metronidazol miktarini 6lgmek igin basit, hizli, duyarh ters fazli HPLC
metodu gelistirmek amaglanmistir. Calisma sonucunda tek dalga boyunda iki maddenin belirlenmesi igin
sunulan yontem standartlarinda dogruluk, kesinlik ve istikrar i¢in yeterince basit, hizli, kesin ve dogru oldugu
kanitlanmistir. Yeni siirekli salim formiilasyonlarinin ve ila¢ katki maddesi uyumluluk ¢alismalarinin
degerlendirilmesi i¢in metot gelistirilmistir.
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Ay [11] tarafindan yapilan ¢aligmada, ileri oksidasyon metodlar1 kullanilarak, Fenton ve foto-Fenton iglemleri
ile sulu ¢ozeltilerde amoksisilinin bozunma ve mineralizasyonunu incelemek amaglanmistir. Cesitli
konsantrasyonlarda amoksisilin igeren sentetik atik sular hazirlanarak deneylerde kullanilmistir. Amoksisilin ve
toplam organik karbon &lglimleri, ileri oksidasyon ydntemleri igin en etkili katalizor, oksidant ve antibiyotik
konsantrasyon kombinasyonlarinin ve reaksiyon siiresinin belirlenmesi, test edilen metotlarin kosullarinin
kargilagtirilmasi ve en etkili yontemin segilmesi i¢in yapilmigtir. Yapilan caligmalar sonucunda, amoksisilin
iceren sentetik atik sularin ileri oksidasyonunda Fenton reaktifi kullanilarak %100 antibiyotik ve %37,08 toplam
organik karbon giderimi saglanmistir. Foto-Fenton yontemi kullanildiginda %100 antibiyotik ve %50,25 TOK
giderimi saglanmistir.

Beg ve ark. [12] tarafindan yapilan ¢alismada, ila¢ ve farmasotik formiilasyonlarda amoksisilin trihidrat
analizleri i¢in hizli ve hassas 229 nm’de UV algilamasi olan ters faz HPLC yonteminin gelistirilmesi
amacglanmigtir. Sonug¢ olarak, amoksisilin trihidrat analizleri gelistiren yontemle elde edilen sonuglar deneysel
tasarimi, ANOVA kullanilarak istatistiksel analiz ile dogrulanmustir.

Ilag endiistrisinde; kullanilan kimyasallarn, sarflarin, analiz cihazlarinin ve etkin analiz i¢in harcanan zaman
ve maliyetin yiiksek olmasi nedeniyle gerekli deney sayisinin azaltilmasi olduk¢a 6nemlidir. Amoksisilinin gibi
ilag etken maddelerinin dogru, giivenilir analizi i¢in HPLC’de kullanilan kolon o&zelliklerine gére metot
gelistirilmesi, saglik caligmalar i¢inde 6nemli yer bulmaktadir. Bu nedenler g6z 6niinde bulundurularak cihaz
optimizasyonu i¢in kemometrik yontemler kullanilmas: dnem arz etmektedir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

2.1.1. HPLC Donanim

Vakum: Spectra System SCM1000 (Thermo Scientific, Boston, Amerika )
Pompa: Spectra System P1500

Kontrol elemani: Spectra System SN4000

Otomatik drnekleyici: Spectra System AS3000

Dedektor: Spectra System UV2000

ChromQuest programi

2.1.2. Diger Ekipmanlar

Mikro pipet: PhysioCare Concept-Eppendorf Research Plus (100-1000 pL; 0,5-5 mL) (Eppendof, Newyork,
Amerika)

Hassas terazi: AND GR-200

pH metre: Hanna HI 2211

Manyetik karistiric: MTOPS MS300HS

Derin dondurucu: Ugur Derin Dondurucu UCF 1600 L

Mikrovialler: Agilent

2.2 Kullanilan Kimyasallar

Referans standart: Sanovel Ilag Sanayi ve Ticaret A.S. (Tekirdag, Tiirkiye)
Metanol: (Sigma- Aldrich) Lot# SZBD030SV

Potasyum dihidrojen fosfat: (Merck) Lot# AMO453073 332

Sodyum hidroksit: (Sigma- Aldrich) Lot# SZBD3170V

Nitrik asit: (Diizey Lab) Saflik: % 60-65

Hidroklorik asit (%37): (Emparta) Lot# K45763634 428

2.3 Yontemin Kromatografik Sartlari
Kolon: Phenomenex C18 100A 250%4,00 mm, 5 pm (Phenomenex, Los Angeles, Amerika)

Hareketli faz: Metanol: Su: Tampon ¢ozelti (15: 46: 39, h:h:h)
Akis hizi: 0,8 mL/dk
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Analiz siiresi: 10 dakika
Dedektor: Spectra System UV2000, 230 nm
Enjeksiyon hacmi: 20 pL

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Optimizasyon i¢cin Cozelti Hazirlanmasi

2.4.1.1. Standart Cozeltisi

Standart referans iginde trihidrat yapisinin bulunmasi, standart ¢ozelti hazirlama hesaplamalarina dahil edilerek
gerekli miktarlar hesaplandi. Standart ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 0,1 g amoksisilin trihidrat (419,45 g/mol) 100
mL deiyonize su ile ¢oziilerek 870 ppm amokisisilin (365,4 g/mol) igeren standart ¢6zelti hazirlandi. Elde

edilen ¢6zeltiden 5 mL alinip 50 mL’ye tamamlanarak 87 ppm derisimde amokisisilin ¢ozeltisi hazirlandi.

2.4.1.2. Hidroklorik Asit Cozeltisi

% 37’lik Hidroklorik asit ¢ozeltisinden 1,24 mL ¢6zelti alinarak iginde bir miktar deiyonize su bulunan 150
mL’lik balon jojeye aktarildi. Uygun hacme deiyonize su ile tamamlandi ve manyetik karistiricida 15 dakika
karigtirildi. Hazirlanan ¢ozeltiye tarih eklenerek “0,1 M HCI ¢6zeltisi” ismiyle etiketlendi.

2.4.1.3 Tampon Cozelti

Bu calismada, literatiir arastirmas: sonucunda pH 8,0 i¢in kullanilan tampon ¢6zeltisi bilgileri kullanilarak
islemler yapilmistir.

a) pH 8,0 icin 0,2 M Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi

2,72 g potasyum dihidrojen fosfat tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Bir miktar deiyonize su ile
¢oOziilmesi saglanarak uygun hacme tamamlandi. Manyetik karistiricida 20 dakika karistirildi. Her analiz igin bu
islem tekrarlanarak taze ¢6zelti kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilere tarih eklenerek, “0,2 M KH,PO, Tamponu”
ismiyle etiketlendi.

b) 0,2 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi

0,7488 g sodyum hidroksit tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Bir miktar deiyonize su ile ¢oziilmesi
saglanarak uygun hacme tamamlandi. Manyetik karistiricida 20 dakika karistirildi. Hazirlanan ¢ézeltinin 93,6
mL’si alindi ve tarih eklenerek, “0,2 M NaOH ¢ozeltisi” ismiyle etiketlendi. Geriye kalan ¢ozelti gerektiginde
pH ayarlamasinda kullamlmak iizere ayr1 bir behere konuldu. Uzerine tarih eklenerek, “0,2 NaOH Cozeltisi”
ismiyle etiketlendi. Her analiz i¢in bu islem tekrarlanarak taze ¢ozelti kullanildi.

2.4.1.4. Mobil Faz

Optimizasyon islemleri igin kemometrik merkezi bilesik tasarim yontemine gore belirlenen 9 tane mobil faz
hazirlandi. Bu mobil fazlar i¢in pH 8 tamponundan gerekli pH degerlerine gegis yapildi ve bu mobil fazlar
giinliik olarak hazirlandi. Analizler igin 500 mL balon joje kullanildi.

1) Mobil faz A (pH 8,0; %10 Metanol)

2) Mobil faz B (pH 8,0; %20 Metanol)

3) Mobil faz C (pH 9,0; %10 Metanol)

4) Mobil faz D (pH 9,0; %20 Metanol)

5) Mobil faz E (pH 7,5; %15 Metanol)

6) Mobil faz F (pH 9,5; %15 Metanol)

7) Mobil faz G (pH 8,5; %15 Metanol)

8) Mobil faz H (pH 8,5; %5 Metanol)

9) Mobil faz I (pH 8,5; %25 Metanol)
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2.4.2. Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon islemleri igin temel olarak 870 ppm amoksisilin standart ¢ozeltisi hazirland1 ve diisiik ppm’li
¢ozeltilere gecis yapmak i¢in 870 ppm, 435 ppm, 43,5 ppm’lik standart ¢ozeltiler kullanild1. Standart referans
i¢inde trihidrat yapisinin bulunmasi, standart ¢ozelti hazirlama hesaplamalarina dahil edilerek gerekli miktarlar
hesaplandi. 870 ppm amoksisilin standart ¢ozeltisi i¢in 0,1 g amoksisilin 100 mL deiyonize su ile ¢oziildi ve
manyetik karistiricida 5 dakika karistirildi. Konsanstrasyon gegisleri i¢in hesaplanan miktarda ¢ozelti alinarak
gerekli hacme tamamlandi. Hazirlanan her kalibrasyon standart ¢ozeltisi, manyetik karistiricida 5 dakika
karistirildi. Hazirlanan ¢6zeltiler tarih ve konsantrasyon miktar1 yazilarak etiketlendi. Tablo 1’de kalibrasyon
i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerin degeri gosterilmektedir.

Tablo 1. Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi

50 mL’lik Balon Jojeye Aktarilan Kalibrasyon
R Standartlarinin
Cozelti Miktar Konsantrasyonlari (mg/L)
- 870
870 mg/L ¢ozeltisinden 25 mL 435
870 mg/L ¢ozeltisinden 12,5 mL 2175
870 mg/L ¢ozeltisinden 5 mL 87
870 mg/L ¢ozeltisinden 2,5 mL 43,5
435 mg/L ¢6zeltisinden 1 mL 8,7
435 mg/L ¢6zeltisinden 0,5 mL 4,35
43,5 mg/L ¢o6zeltisinden 1 mL 0,87
43,5 mg/L ¢ozeltisinden 0,2 mL 0,174
43,5 mg/L ¢ozeltisinden 0,05 mL 0,0435

2.5. Optimizasyon

Optimizasyon iglemleri i¢in kemometrik yontemler kullanilarak deney sayisi azaltilmistir. Bu sayede hem
zamandan hem de malzemeden tasarruf edilmistir. Kemometrik yontemler igerisinden ‘Merkezi Bilesik Tasarim
Yontemi’ secilmistir ve Design Expert 7.0.0. programi kullanilmigtir.

Optimizasyon i¢in ii¢ faktor (bagimsiz degiskenler) segilmistir. Bunlar;

e pH(xy)

e Akis hizi (x;)

e  Mobil fazdaki metanol yiizdesi (x3 )’dir.

Optimizasyon fonksiyonun sonucu, konsantrasyon ol¢iimii karsilik gelen alan degerini igeren cevap yiizeyi
(bagimli degisken) segilmistir.

e Alan(¥;)

2.5.1. Deney Verilerinin Belirlenmesi

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda pH araligi 7,5- 9,5 olarak baz almmistir. Metanol yilizdesinin 10-20
araliginda kullanildig literatiir ¢alismalarinda gozlenmekle beraber, caligmanin daha genis aralikli tutulmasi
amaglanarak metanol ylizdesi 5-25 olarak belirlenmistir. Akis hiz1 da aym sekilde diigtiniilerek 0,4-1,2 mL/dk
olarak belirlenmistir. Tablo 2’de faktorlerin seviye degerleri gosterilmektedir. Bu degerlere bagh olan deneylerin
verileri de, Tablo 3’te gosterilmektedir.

Tablo 2. Merkezi bilesik tasarim yontemi i¢in incelenen faktorlerin seviye degerleri

Seviye pH Akis Hizi (mL/dk) Metanol (%)
-1 75 0,4 5
-0,5 8,0 0,6 10
0 8,5 0,8 15
0,5 9,0 1,0 20
1 9,5 1,2 25
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Deneylerin HPLC Uygulamalar:

Yapilacak deneylere gore, mobil faz ile sistem kurulumu yapilip mobil fazin cihaza tanitilmasi ve cihazin
temizlenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda islemler asagidaki sirayla en diigiik alan, en yiliksek alan ve orta
nokta alan i¢in deney kromatogramlar1 6rnek olarak verilmistir.

Deney 13 i¢in, Mobil Faz H cihaza tanitildiktan sonra programdan olusturulan metot ¢agirildi. AMOK-ST
standart ¢Ozeltisi mikroviale aktarilarak cihaza konuldu. Akis hizt Deney 13 i¢in 0,8 mL/dk olarak ayarlanip
analiz bagslatildi. Deney 13 i¢in yapilan analizin tekrarlarindan deneme 1, sonug olarak kabul edildi. Sekil 1°de
bu deneyin kromatogrami gdsterilmektedir.

40 4

04

0

mau

E40

£330

E20

17,918 1596200 33372
&

Q

MuEs

Sekil 1. Deney 13 kromatogrami
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Deney 11, 12, 15, 16, 17, 18 ve 19 i¢in, Mobil Faz G cihaza tanitildiktan sonra programdan olusturulan metot
cagirildi. AMOK-ST standart ¢6zeltisi mikroviale aktarilarak cihaza konuldu.

Akis hizi Deney 11 i¢in 0,4 mL/dk olarak ayarlanip analiz baslatildi. Deney 11 igin yapilan analizin
tekrarlarindan deneme 1, sonug olarak kabul edildi. Sekil 2°de bu deneyin kromatogrami gosterilmektedir.
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Sekil 2. Deney 11 kromatogrami
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Deney 19 i¢in yapilan analizin tekrarlarindan deneme 1, sonug olarak kabul edildi. Sekil 3’te bu

kromatogrami gosterilmektedir.
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3.2. Deney Sonuclari ve Yorumlanmasi

Tablo 3<te analizler sonucunda elde edilen piklerin alanlar1 gosterilmektedir. Bu degerler Design Expert 7.0.0.
programina girilerek cevaplarin faktorlere gore denklemleri ve grafikleri elde edilmistir.

Tablo 3. Elde edilen piklerin alikonma zamani, alan1 ve yiikseklik

degerleri
Deney pH ?rl;lﬁ /l(-jlll(z)l M?(E/i ;‘OI Alan
1 8,0 0,6 10 3879102
2 9,0 0,6 10 3629564
3 8,0 1,0 10 2311112
4 9,0 1,0 10 2167239
5 8,0 0,6 20 3986114
6 9,0 0,6 20 3567371
7 8,0 1,0 20 2292871
8 9,0 1,0 20 2287637
9 7,5 0,8 15 4544852
10 9,5 0,8 15 2651222
11 8,5 0,4 15 5120150
12 8,5 1,2 15 1715401
13 8,5 0,8 5 1596200
14 8,5 0,8 25 2915962
15 8,5 0,8 15 2859250
16 8,5 0,8 15 2794654
17 8,5 0,8 15 2807656
18 8,5 0,8 15 2798235
19 8,5 0,8 15 2769625

3.2.1. Alan Model Denklemleri

Merkezi Bilesik Tasarim Yontemi’ne gore Tablo 3°te temsili olarak gosterilen noktalarin deneysel verileri
kullanilarak cevap fonksiyonlar1 bulunmustur.

Regresyon analizi yapildiktan ve F-anlamlilik testine uymayan terimler elendikten sonra model denklemleri
olusturulmustur. Modelin 6nemi ve yeterliligini anlamak ic¢in F-degerine (Fisher variation ratio) ve olasilik
degerine (Prob> F) bakilir. F-degeri, model ortalamalarinin karelerinin, farklarin karelerine oranlanmasi ile
bulunur. Prob> F degerinin <0,0500 olmasi o modelin 6nemli ve anlaml oldugunu gdstermektedir [13].

Alan i¢in model denklemi (1) esitliginde verilmektedir.

Y, = 2795000 - 287800x, — 800800, + 174200x; + 64894,25x, x,
— 3820,25x, x5 + 7164,75x, x5 + 200400x2 + 155300x2
— 135100x2

M

(1) Esitligi icin korelasyon sayisi 0,9354 olarak bulunmustur. Varyans analizi sonuglari Tablo 4’te
gosterilmektedir.

Tablo 4. Alan igin varyans analiz sonuglar

Alan
(Y1)

Kaynak Serbestli_k Karelerin Ortalama F Degeri
Derecesi Toplami Kare
MODEL 9 1,448 E® 1,6091 E* 14,49
KALAN 9 9,995 E™! 1,1110 E®
TOPLAM 18 1,548 E
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Varyans analizi sonucunda Design Expert yazilimiyla alan i¢in hesaplanan Prob> F degeri (P value)
0,0001°dir. Prob> F degeri 0,0500’ten kiigiik oldugu i¢in denklem gegerli ve dnemlidir. Bunun yaninda, P
degerleri 0,01°den kiiglik oldugundan elde edilen model denklemi %99 6nem seviyesi sartini saglamaktadir.
Saglanmasi planlanan 6nem seviyesi %95 oldugundan model denklemlerinde herhangi bir degisiklige
gidilmesine gerek olmadigina karar verilmistir.

3.2.2. Model Denklemlerinin Yorumlanmasi

3.2.2.1. Alan Model Denklem Yorumu

Alan model denklemi i¢in x; Ve x, terimlerinin katsayilarinin negatif olmasi, pH ve akis hizinin arttirilmasinin
alan degerinin azalmasina neden olacagini gostermektedir. Denklemdeki x5 terimi katsayisinin pozitif olmasi ise,
metanol yiizdesinin arttirilmasinin alan degerinde artigsa neden olacagini gostermektedir.

Alan modeli i¢in en yiiksek katsayiya sahip x, terimidir. Buda akis hizinin alan igin en etkili faktér oldugunu
gostermektedir. Yani pH ve metanol yiizdesi degerlerinin degistirilmesi ile alan degerindeki degisim, akig hizinin
degistirilmesi ile kiyaslandiginda, pH ve metanol yilizdesi degisimi etkisi akis hizina gére daha disiiktiir.

Alanin, pH (x;) ve akis hiz1 (x,) faktorlerine gore Design Expert 7.0.0. yazilimi kullanilarak elde edilen grafigi
Sekil 4’te gosterilmektedir. Bu grafige gore alanin, akis hizi degisimden pH degisimine gore daha fazla
etkilendigini ve maksimum alan degerine, akis hiz1 seviye degeri -1 (0,4 mL/dk) ve pH degeri -1 (7,5) oldugunda
ulasildig1 goriilmektedir.

5 2E+006

Sekil 4. Alan i¢in pH - akis hiz1 grafigi

Alanin, pH (x;) ve metanol orani (x3) faktorlerine gore Design Expert 7.0.0. yazilimi kullanilarak elde edilen
grafigi Sekil 5°te gosterilmektedir. Bu grafige gére alanin, pH degisimden metanol (%) degisimine gore daha
fazla etkilendigi ve maksimum alan degerine, pH degeri -1 (0,4 mL/dak) ve metanol (%) degeri 1 (%25)
oldugunda ulasildig1 gériilmektedir.

Alan

n;\\ //,ow Metanol (%)

—
100 100

Sekil 5. Alan i¢in pH - metanol (%) grafigi
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Alanin, akis hiz1 (x,) ve metanol yiizdesi (x3) faktorlerine gére Design Expert 7.0.0. yazilimi kullanilarak elde
edilen grafigi Sekil 6’da gosterilmektedir. Bu grafige goére alanin, akis hizi degisimden metanol yiizdesi
degisimine gore daha fazla etkilendigi ve maksimum alan degerine, akig hizi degeri -1 (0,4 mL/dk) ve metanol
(%) degeri 1 (25) oldugunda ulasildig1 goriilmektedir.

Alan

000
Akis Hizi (ml/dk)

0
Metanol (%)

Sekil 6. Alan igin akis hiz1 - metanol (%) grafigi

Akis hizi en 6nemli 1., pH 2. ve metanol (%) 3. parametre olarak tespit edilmistir.

3.2.2.2. Optimizasyon Degerlerinin Belirlenmesi

Optimizasyon degerleri Design Expert 7.0.0 programi kullanilarak belirlenmistir. HPLC cihazinda amoksisilin
analizi optimizasyonu; pH, akis hiz1 ve metanol (%) seklinde {i¢ faktor, alan cevap ylizeyi igermesinden dolayi,
‘Cekicilik Fonksiyonlar1 Yaklagimi® kullanilmigtir. Cekicilik Fonksiyonlart Yaklasimi uygulanmasinda
kullanilan kriterler; Design Expert tarafindan onerilen ¢oziimler arasinda ilgili parametre degerlerinin ¢alisma
aralig1 iginde olmasi, en yiiksek global cekicilik fonksiyonu degeri (D) : 1,000, akis hizinin yiiksek, pH degeri
7,00 degerine yakin, metanol yilizdesi en diigiik olan tampon ¢6zeltisi degerlerine gére cevap yiizeyi (amoksisilin
konsantrasyonu) en yiiksek oldugu optimum ¢6ziim segilmistir.

Alan i¢in elde edilen optimum ¢6ziim Sekil 7°de verilmistir. Bu ¢6ziim D=1,000 degerine sahiptir ve 7,95 pH
degerini (x;'= -1,97), 0,584 mL/dk akis hizi deerini (x,'=-0,54), %21,7 metanol degerini (x3'= -0,67)
gostermektedir.

@
-2.00) ‘ ‘ %.DD -2.01 1 ‘ ‘ F.UO

-1.00 1.00 -1.00 1.00
pH=-187 Akig Hizi (ml/dk) = -0.54
4.74853E+006
® Iy
—2,Dﬁ ‘ ‘ %DD
-1.00 1.00 1.5962E+006 5.12015E+006
Metanol (%) = 0.67 Alan = 4.74853E+008

Sekil 7. Amoksisilin analizi i¢in elde edilen optimum ¢dziim

3.3. Kalibrasyon
Optimizasyon kismindaki elde ettigimiz deneysel c¢alismalarin sonucunda gegerliliginin kanitlamasi ile

optimum nokta verileri pH 7,95, akis hiz1 0,58 mL/dk, metanol yiizdesi ise %21,7 olarak kesinlestirildi. Buna
bagli olarak kalibrasyon islemleri yapildi.
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3.3.1. Sistemin Analitik Performansinin Tespiti

Sistemin performans gosterebilecegi degerlerin tespit edilebilmesi i¢in belirlenen optimum nokta kosullarina
gore hazirlanan 0,0435-870 mg/L konsantrasyon araligindaki ¢6zeltilerin HPLC sisteminde analizi ile saglanan
degerler dogrultusunda kromatogramlar elde edildi. Bu kromatogramlardan elde edilen degerler Tablo 5’te

gosterilmistir.

Tablo 5. Kalibrasyon egrileri degerleri

Amoksisilin Pik Alanlart Pik
Konsantrasyonlar: (mg/L) Yiikseklikleri
0,0435 675 57
0,1740 4224 239
0,8700 26510 1293
4,3500 134422 6120
8,7000 265961 12183
43,5000 1397932 60917
87,0000 2830533 122203
217,5000 6976962 297186
435,0000 13787024 566553
870,0000 27846050 1049690

Analizler sonucu elde edilen piklerin alanlart (Amoksisilin  konsantrasyonu) yardimiyla olusturulan
kalibrasyon egrisi Sekil 8’de gosterilmistir.

30000000 -
y = 31956x - 523,12

25000000 -
20000000
15000000
10000000

Alan

5000000
0

0 200 400 600 800 1000

Amoksisilin Konsantrasyonu (mg/l)

Sekil 8. Amoksisilin konsantrasyonu-pik alani kalibrasyon egrisi

Belirleme sinir1 (LOD) ve tayin smirt (LOQ) degerlerini belirlemek icin kalibrasyon egrisinde kullanilan
minimum konsantrasyon degerine sahip 0,0435 ppm’lik standart ¢ozelti 5 defa analiz edilmistir. Bu analizlerden
elde edilen veriler Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Standart ¢ozelti (0,0435
ppm) kromatogram verileri

Analiz Saysi Pik Alam
1 675
2 633
3 980
4 814
5 886
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Bu piklerin alan ve yiikseklik degerlerinin standart sapmasi bulunarak, alan i¢in Sekil 8’deki dogrunun egimi
bulunmustur. Bu degerler LOD degerinin hesaplanmasi igin (2) esitliginde verilen denklemde yerine, LOQ
degerlerinin hesaplanmasi igin ise (3) esitliginde verilen denklemde yerine koyularak hesaplama yapilmis ve
sonuglar Tablo 7°de gosterilmistir.

3xStandart Sapma

LOD = )

Egim

__ 10xStandart Sapma

LOQ 3

Egim

Tablo 7. Kalibrasyon verileri

Veri Alan
Dogru Denklemi y = 31956x - 523,12
Korelasyon Katsayisi 2=1
Standart Sapma 144,4621
LOD 0,0134
LOQ 0,0452

Calisma araliginin dogrusalligi korelasyon katsayisti ile belirlenir ve 0,99°dan biiyiik olmasi istenir. Elde edilen
iki egride bu sarti saglamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda 0,0435-870 mg/L olarak belirlenen kalibrasyon
aralif1 dogrusallig1 saglamaktadir.

4. SONUCLAR

Amoksisilinin Phenomenex C18 100A 250x4,00 mm, S5um kolonu kullanilan HPLC ile miktar tayini yontemi
en uygun sartlar aranilarak gelistirilmistir. UV dedektér kullanilmis olup, en uygun dalga boyunun 230 nm
oldugu belirlenmistir. Analiz 10 dakikadan daha az bir siirede tamamlanabilecek sekilde yontem gelistirilmistir.
flag endiistrisinde maliyetin yiiksek olmasi nedeniyle gerekli deney sayisini azaltilmasi oldukga onemlidir.
Deney sayisini azaltmak i¢in kemometrik yontemler kullanilmistir. Bu yontemlerden Merkezi Bilesik Tasarim
Yontemi ile faktor olarak; mobil fazdaki metanol yiizdesi, pH ve akis hizi, cevap yiizeyi olarak da; pik alani
kabul edilmistir. Cevap yiizeyleri ile faktorler arasindaki bagintilar Design Expert 7.0.0 programi kullanilarak
elde edilmistir. Bulunan model denklemlerinin uygunlugu kamitlanmstir. Yapilan islemler sonucu optimizasyon
¢oztiimleri pH 8,47, akis hiz1 0,84 mL/dk, metanol %14,7 olarak belirlenmistir ve bu degerler Merkezi Bilesik
Tasarim Yontemi verilerinde belirlenen merkezi nokta degerleri ile yaklasik olarak ayni bulunmustur. Deneysel
optimizasyon degisken degerleri elde edilen sonuglarla Merkezi Bilesik Tasarim Yontemi ile hesaplanan
optimizasyon degerleri %99 dogruluk araliginda oldugu tespit edilmistir.

Kalibrasyon islemlerinde standart amoksisilin konsantrasyonu-alan korelasyon katsayisi degeri (R?)

1,0000°dir. Gelistirilen analitik yontemin 0,0435-871 mg/L konsantrasyonu araliginda dogrusal oldugu
kanitlanmastir.
Ayrica amoksisilinin insan viicudunda gesitli parametrelere gore etkisi de incelebilir. Bu sayede tibbi bakimdan
ilacin insana etkisi kesin olarak &lgiilebilir. Insan viicudun da absorbe edilme oranlarina bagh olarak viicuttan
¢ikan amoksisilinin ¢evre sartlaria gegmesi ile ¢evredeki canlilara ve mikroorganizmalara kimyasal etkileri
O6nemli bir aragtirma konusu olarak incelenebilir.
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