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Oz: Metronidazol, bakteri, protozoa ve parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlar: tedavi etmek
icin kullanilan nitroimidazol simifi bir antibiyotiktir. Aktif farmasétik bilesenin diisiik
¢Oziiniirligi, ilag absorpsiyonu ve biyoyararlanimi iizerindeki olumsuz etkisinden dolay1 oral
kat1 dozaj formlarinin gelistirilmesi ve biiyiik 6l¢ekli iiretiminin 6niindeki en biiyiik engeldir. Bu
calismada lipofilik yaprya sahip ve suda ¢ozinirligii disiik olan metronidazoliin
¢cOziiniirliigiinii ve stabilitesini arttirmak igin 2-hidroksipropil-B-siklodekstrin ile inkliizyon
kompleksi olusumu gergeklestirilmistir. 2-hidroksipropil-p-siklodekstrinin  metronidazoliin
cOziiniirligli iizerindeki etkisi, faz c¢oOziniirlik metoduna gore degerlendirilmistir.
Metronidazoliin 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin ile komplekslesmesi yiiksek performans sivi
kromatografisi yontemi ile belirlenmistir. S1vi kromatografik tayin, 25°C'de Kinetex Core-Shell
C8 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm I.D., 2,6 um) kolonu ile gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak
%30 (h/h) asetonitril i¢eren asetonitril-su ikili karisimi kullanilmistir. Sonug olarak kompleksin
stokiyometrisi 1:1°dir ve kompleksin kararlilik sabiti yiiksek performans sivi kromatografisi
yontemi ile belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Metronidazol, inkliizyon kompleksi, Faz ¢dziiniirliik metodu, HPLC

Determination of Inclusion Complex Formation of Metronidazole with 2-

Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin by HPLC Method
Abstract: Metronidazole is a nitroimidazole class antibiotic used to treat infections caused by
bacteria, protozoa, and parasites. The low solubility of the active pharmaceutical ingredient is
the major obstacle to the development and large-scale production of oral solid dosage forms due
to its adverse effect on drug absorption and bioavailability. In this study, inclusion complex
formation was carried out with 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin to increase the solubility and
stability of metronidazole, which has a lipophilic structure and low water solubility. The
influence of 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin on the metronidazole solubility was evaluated in
respect of the phase solubility method. The complexation of metronidazole with 2-
hydroxypropyl-p-cyclodextrin was proven by high performance liquid chromatography method.
Liquid chromatographic determination was carried out on a Kinetex Core-Shell C8
(Phenomenex, 150 x 4.6 mm LD., 2.6 pm) column at 25°C. The acetonitrile-water binary
mixture containing 30% (v/v) acetonitrile was used as a mobile phase. As a result, the
stoichiometry of the complex was 1:1 and the stability constant of the complex was determined
by the high performance liquid chromatography method.
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1. Giris

Giliniimiizde ¢ok sayida parazite karsi aktivite gosterdiginden genis spektrumlu ajan
olarak tamimlanan Metronidazol, nitroimidazol sinifi antibiyotiktir. Bu ila¢ etken
maddesi Ozellikle akne ve rozasea (giil hastaligil) tedavilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tip deri hastaliklarinin tedavisinde topikal uygulamalar (cilt
tizerine siiriilen krem ve merhemler), sistemik ilaglar ve lazer tedavisi gibi yontemler
uygulanmaktadir. Ayrica metronidazol Helicobacter pylori, Giardia lamblia ve
Trichomonas vaginalis gibi parazitlerin ve anaerobik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir ila¢ etken maddesi olarak bilinmektedir [1,2].

Coziiniirligii az olan ilag etken maddeleri ilag kristal formlarinin modifikasyonu, yiizey
aktif maddelerin eklenmesi, yardimci ¢oziiciilerin eklenmesi, siklodekstrin ile kompleks
olusturma, vb. gibi bircok yolla degistirilebilir. Bu olasiliklar arasinda en ¢ok
siklodekstrin ile kompleks olusturma yaygin olarak kullanilmaktadir. Siklodekstrinler
hidrofobik ila¢ molekiillerinin suda ¢Ozlniirligiiniin artirllmasi i¢in inkliizyon
komplekslerinin olusturulmasi, su ortaminda kararliliklarini arttirmak igin, istenmeyen
Ozellikleri maskelemek veya yan etkileri azaltmak icin farmasotik alanda yaygin
kullanim alanina sahiptir [3-7]. Olusturulan inkliizyon kompleksinde molekiil (konuk)
siklodekstrinin (ev sahibi) boslugu tarafindan tutulmaktadir. Kompleksin olusumuyla
konuk molekiiliin bazi fiziksel o6zellikleri degisebilmektedir. Coziiniirliigli az olan
maddelerin, kompleks formundayken ¢oziiniirliikleri artmaktadir [8].

Metronidazol suda ¢oziiniirliigii az olan bir bilesiktir ve 20°C’de 10 mg/mL [9], 25°C’de
10,5 mg/mL [10] olarak belirlenmistir. Ozellikle, metronidazol pH 1,2'de ¢ok diisiik
¢Oziiniirliige sahiptir. Metronidazoliin oral amagli farmasétik formiilasyonlarda ve su
ortaminda ¢Oziiniirliigliniin artirilmas1 icin B-siklodekstrinin  bir tiirevi olan 2-
hidroksipropil-B-siklodekstrin (HPBCD) ile inkliizyon kompleksi olusturulmustur [11-
14]. HPBCD’in suda ¢oziiniirliigi az olan konuk molekiillerle inkliizyon kompleksi
olusturmak i¢in yaygin bir kullanim alani vardir. Bu siklik oligosakkarit ilag
endistrisinde en ¢ok kullanilan tiirevlerdendir, toksisiteleri diisiiktiir, ¢oziiniirliikleri
yiiksektir, oral ve parenteral uygulamalar i¢in uygundurlar [15].

Siklodekstrinler bosluk boyutlarina uyum gosteren bilesiklerle inkliizyon kompleksi
olusturabilirler. Bu calismada HPBCD ile hidrofobik o6zellikteki metronidazoliin
inkliizyon kompleks olusumu saglanmistir. Metronidazoliin yapisindaki imidazol
halkasi siklodekstrin (CD) bosluguna girme potansiyeli olan gruptur. Yapidaki nitro
grubu ve hidroksil grubunu tasiyan yan zincir (R) kismen siklodekstrin boslugunun
disinda kalacaktir (Sekil 1). Metronidazoliin siklodekstrin bosluguna katilimi, boslugun
icinde bulunan su molekiilleri ile polaritesi daha diisiik metronidazoliin yer degistirmesi
sonucu gerceklesir. Kompleks kararliligi ve metronidazoliin zayif ¢oziiniirliigiiniin
arttirilmas1 arasinda dogrudan bir korelasyon mevcuttur. 1:1 molar oranindaki
metronidazol ve HPBCD arasindaki denge, Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Metronidazol- hidroksipropil-B-siklodekstrin kompleks olusum dengesi

Coziintirlik olgiimleri Higuchi ve Connors [16] tarafindan gelistirilen yonteme gore
yapilir. Siklodekstrinin degisen derisimlerini iceren sulu c¢ozeltilere fazla miktarda
¢Oziiniirliigl tayin edilecek molekiil ilave edilir ve dengeye kadar calkalanir. Daha sonra
cozeltiler siiziilir ve ortamda Coziinen molekiill miktari, cesitli analitik yOntemler
(HPLC, UV-visible vb.) ile tayin edilir. Higuchi ve Connors [16] kompleksleri, faz-
¢Oziiniirliik profillerinde gosterildigi gibi bilesigin ¢oziinlirliigii iizerindeki etkilerine
gore smiflandirmistir.  A-tipi  faz ¢ozinlrliik profilleri, ilacin  ¢oziiniirligi,
siklodekstrinin derisiminin artisina bagli olarak elde edilir. Metronidazoliin doymus
sulu ¢ozeltisindeki serbest derisimi, Sp (intrinsik ¢oziliniirliik)’a esit olur. Sg bilesigin
sudaki ¢oziintirliigiidiir. Bu ¢alismada HPBCD ve metronidazoliin inkliizyon kompleksi
hazirlanarak faz ¢oziintirliikk grafigi ¢izilmistir. Kompleksin bilesim orani, ¢oziiniirliik
denge sabiti yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC) yontemiyle belirlenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Inkliizyon kompleksinin hazirlanmasi ve HPLC yontemiyle yapilan tayinler igin
kullanilan kimyasal maddeler, Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri

Kimyasalin Adi Molekiil Kiitlesi Saflii  Temin Edilen Firma Ad1
2-hidroksipropil-p-siklodekstrin ~ 1180,05 g/mol %97 Acros Organics
Metronidazol 171,15gg/mol  >%99 Sigma-Aldrich
Asetonitril 41,05 g/mol >%99 Merck

Sodyum hidroksit 40,00 g/mol Saf Merck
Orto-fosforik asit 98,00 g/mol Saf Merck
Potasyum hidrojen fitalat 204,22 g/mol Saf Merck

Urasil 112,09 g/mol %99 Sigma-Aldrich

2.2 Kullanilan Cihazlar

Deneysel caligmalarda kullanilan cihazlar, Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Caligmada kullanilan cihazlar

Cihazin Adi Firma Adi

Hassas Analitik Terazi Precisa LS 320A SCS

pH metre Mettler Toledo S 220 seven compact
Saf Su Cihazi Millipore Direct Q3-UV
Manyetik Karistirict JSR Istticilt Manyetik Karistirict
Mikro Pipet Nichipet EXII Vol. 1000-5000 uL
Yiiksek Performans Sivi Kromatografi Shimadzu

Calkalamali inkiibator STIK Shaking Incubator PSE Series T150B

2.3 Faz Coziiniirliik Calismast ve Komplekslerin Hazirlanmast

Faz ¢ozlinlirlik calismasi Higuchi ve Connors [16] tarafindan yapilan galismalara
dayanarak gergeklestirilmistir. 10 mL saf su igceren 25 mL’lik kapakli erlen igerisine
sirasiyla 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin ilavesiyle 0,85; 1,47; 4,41; 7,35 ve 8,5 mM
derisiminde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Her bir ¢6zeltiye doygunluk konsantrasyonunu
asan miktarda (150 mg) metronidazol ilave edilmistir. Kapaklar1 kapatilan erlenler
calkalamal1 inkiibatore yerlestirilmistir ve saf icerisindeki etken madde derigimi
dengeye gelinceye kadar ¢alkalamali inkiibator yardimiyla 24 saat boyunca 37°C de 200
rpm’de c¢alkalanmigtir. Siire sonunda karigimlar, 0,45 pm gozenek c¢apindaki seliiloz
asetat membran filtreden siiziilmiis ve ¢oziicii i¢erisindeki metronidazol derisimi HPLC
yontemi ile tayin edilmistir.

2.4 HPLC Yéntemiyle Metronidazoliin Tayini

Metronidazoliin s1v1 kromatografik yontemle tayininde Shimadzu marka HPLC cihazi
kullanilmistir. HPLC cihaz1 pompa (LC-20AD), UV-Vis dedektor (SPD-20A), kolon
firm1 (CTO-10AS) ve gaz giderme tinitesinden (DGU-20A3) olusmustur. Calisma igin
hazirlanan mobil fazin pH Olglimleri Mettler Toledo InLab 413 pH elektrodu ile
kombine Mettler Toledo pH metre cihazi ile gergeklestirilmistir. Calisma boyunca biitiin
¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su Millipore Direct Q-3 UV cihazindan temin
edilmistir.

Caligmada ters faz sivi kromatografi (RPLC) metoduyla metronidazoliin tayini
gerceklestirilmistir. Ayirma Kinetex Core-Shell C8 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm I.D.,
2,6 um) kolonda, 0,8 mL/dakika akis hizinda, 25°C’de ger¢eklesmistir. Calismada
bilesik HPLC sistemine 20 pL hacimde enjekte edilmistir. Metronidazol 277 nm’de UV
dedektdrle tayin edilmistir. Bu ¢alismada metronidazoliin RPLC yontemiyle tayini i¢in
mobil faz olarak hacimce %30 (v/v) asetonitril igeren asetonitril-su ikili karigimi
hazirlanmistir. Mobil fazda pH degerinin ayarlanabilmesi i¢in pH elektrodu kalibre
edilmistir. Bunun i¢in calisilan asetonitril-su ikili karisigminda 0,05 molal derisimde
KHP ¢ozeltisi hazirlanmis ve elektrot kalibre edilmistir. Kalibrasyon isleminden sonra
mobil fazin pH 6l¢timii gergeklestirilmistir.

Bu calismada metronidazoliin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in asetonitril oran1 %30
(v/v) olan ve pH degeri 5,0’e ayarlanmis asetonitril-su ikili karisimi hazirlanmistir.
Mobil faz ortamin istenilen pH degeri o-fosforik asit-sodyum hidroksit karigimiyla
olusturulmus tampon ¢ozelti ile saglanmistir. Bunun igin ¢Ozelti ortamina sabit
derisimde, 25 mM o-fosforik asit ilave edilmistir. Mobil fazda istenilen pH degeri su
ortaminda ¢oziilerek hazirlanmis 1M NaOH c¢ozeltisiyle gerceklestirilmistir. Tayini
yapilan metronidazoliin RPLC yontemiyle tayini i¢cin 900 ppm derisimde stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bilesigin katis1 hassas terazide tartilarak, calisilan mobil fazda
¢cOziilmiistiir. Kolonda tutunmayan tiir olarak sec¢ilen urasilin de hazirlanmasi ayni
sekilde yapilmigstir.
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2.5 Metronidazoliin RPLC Yéntemiyle Kalitatif ve Kantitatif Tayini

Metronidazoliin kantitatif tayini i¢in elde edilen pikin simetrik olmasi ve kapasite
faktorli degerinin 1 ve 1' den biiyiik olmas1 gerekmektedir. Kantitatif tayine baslamadan
once bu kosullarin yerine getirilmesi saglanmustir.

Metronidazoliin dogrusal ¢alisma araligmmin belirlenebilmesi amaciyla kalibrasyon
grafigi cizilmigtir. Kalibrasyon islemi dis kalibrasyon metodu ile yapilmistir.
Metronidazoliin stok ¢oOzeltisi ¢alisilan mobil fazda seyreltme ile belirli derisimler de
hazirlanmistir. 5,258 mM (900 ppm); 4,382 mM (750 ppm), 3,505 mM (600 ppm),
2,337 mM (400 ppm), 1,168 mM (200 ppm) ve 0,584 mM (100 ppm) derisimde
¢oOzeltiler hazirlamistir.

3. Bulgular

Mobil faz pH’s1 ve bilesgin pK, degeri HPLC metodunun gelistirilmesinde 6nemli bir
role sahiptir. Kromatografik ayirmalarda bilesigin pKa+2 araligi kullanilarak optimum
mobil faz pH’s1 secilebilir [kazakevich lit]. Analizi yapilan metronidazol bazik 6zellikte
bir bilesiktir. Bu bilesigin %15, %20 ve %25 (v/v) asetonitril igeren su-asetonitril ikili
karisimlarinda pK, degeri Poturcu ve Cubuk Demiralay (2020) tarafindan tayin
edilmistir. Bilesigin su ortamindaki pKa degeri de 3,041 olarak belirlenmistir. Bu pK,
degeri gbz Oniine alinarak pK,+2 araliginda optimum mobil faz pH’s1 5 olarak
secilmistir. Ayrica bu ¢aligmadan elde edilen [lit] kromatogram incelendiginde bilesigin
asetonitril-su ikili karisiminda pik seklinin iyi oldugu goriilmektedir. Bu yiizden mobil
faz organik modifiyeri olarak asetonitril secilmistir. Geleneksel kolonlarla bu bilesigin
HPLC tayini ¢aligmalar1 incelendiginde bant genislemesi ve uzun alikonma zamani olan
stvi kromatografik tayinler gerceklestirilmistir. Bu yiizden kisa alilkonma zamani ve
etkin bir ayirma i¢in son yillarda tercih edilen "Core Shell" teknigi ile hazirlanmis kolon
tercih edilmistir. Bu caligmada bilesigin kalitatif ve kantitatif tayininde bu teknik
kullanilarak gelistirilmis Kinetex Core-Shell C8 kolon kullanilmstir.

Faz ¢oziiniirliigi metodu su ortamindaki siklodekstrin ile suda ¢oziiniirligi zayif
ilaglarin inkliizyon kompleksini arastirmak i¢in ¢ok yararlidir. Bu metot sadece
siklodekstrinin ¢6zme kabiliyetini vermekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢oziiniirliik egrisi
analiz edilerek komplekslerin kararlilik sabiti de belirlenebilir [19].

Komplekslerin hazirlanmasi islemine ge¢ilmeden once faz ¢oziiniirliik ¢alismast igin
ortama asir1 miktarda ilave edilen metronidazoliin (150 mg) derisimi ve pik alani
dikkate alinarak metronidazoliin kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Metronidazoliin
dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi i¢in 5,258 mM (900 ppm); 4,382 mM, 3,505
mM, 2,337 mM, 1,168 mM ve 0,584 mM (100 ppm) derisimde ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bilesigin derisim degerlerine karsi analit pik alani grafige gecirildiginde dogrusal bir
iligki elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi, Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Metronidazol i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi

Inkliizyon komplekslerinin olusmasi i¢in degisen derisimlerde HPBCD igeren 10 mL saf
su igerisine asir1 miktarda ilave edilen metronidazol (0,15 g) calkalamali inkiibatorde
37°C’de, 24 saat kanstirilmistir. Sonugta olusan kati komplekler 0,45 pm gozenek
capindaki selilloz asetat membran filtreden siiziilmiis ve serbest halde ¢oziicli
icerisindeki metronidazol derisimi HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Numuneler pik
alanlart 50 kat seyreltilerek analiz edilmistir. HPBCD’nin degisen derigimlerine karsi
¢ozelti ortaminda ¢oziinen metronidazoliin degisimi dogrusal olarak artmistir. Calisilan
siklodekstrin konsantrasyon araliginda, kompleksin ¢oziiniirliik sinirina ulasilmazsa, A
tipi izotermi s6z konusudur. Sekil 3’te verilen faz ¢oziinirlik grafiginin A, tipinde
oldugu goriilmektedir. A tipi grafik, ila¢ ¢oziiniirligiiniin siklodekstrin konsantrasyonu
ile orantil1 olarak artan tip grafigidir [16].
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Sekil 3. Metronidazoliin saf su igerisinde HPBCD ile olusturdugu komplekse ait faz ¢odziiniirliik grafigi

Calisilan sicaklikta (37°C) elde edilen grafik dogrusaldir (r>0,99). Sekil 3’te goriildiigii
gibi HPBCD’nin derisiminin artis1 ile metronidazoliin ¢oziintirligliniin  arttig
goriilmektedir. Sekil 3° teki grafige gore efim degerinin 1’in altinda olmasi
kompleklesmenin 1:1 oraninda oldugunu gostermektedir. Farkli derisimlerde ilave
edilmis HPBCD ile metronidazoliin komplekslesmesinden sonra ¢ozelti ortaminda
serbest kalan metronidazoliin HPLC kromatogrami, Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. Komplekslesmeden sonra ¢6zelti ortaminda serbest kalan metronidazoliin HPLC kromatogrami

1:1 icerik kompleksi i¢in kompleks kararlilik sabiti (K¢) grafigin egim ve kesim (So)
degerlerinden hesaplanabilir:

K = Egim 1)
c e
So (1-Egim)

Bu esitlikte Sp, HPPCD yoklugunda metronidazolin ¢oziiniirliigiini  verir.
Calismamizda elde edilen HPBCD'nin metronidazol ile inkliizyon kompleksi i¢in K¢
degeri 1827,82 M™ olarak hesaplanmustir. Kararlilik sabitleri 100 - 5000 M™ olan
kompleksler (K¢) pratik uygulamalar i¢in uygun goriinmektedir [20,21]. Zayif etkilesimi
olan (K: < 100) ¢ok kararsiz kompleksler molekiiliin siklodekstrinin kavitesinde ¢ok
fazla tutunmadigimi ve ¢Oziniirliigiinde cok fazla bir degisiklik olmadigim
gostermektedir. Cok yiiksek durumlarda (K; > 5000), kompleksler ¢cok kararlidir ve
molekiil siklodekstrin boslugunda ¢ok fazla tutunur. Bunun i¢in ila¢ etken maddenin
konrollii salinimi ve siklodekstrin boglugunu kolayca terk ederek serbest kalmasi igin de
K¢ degerinin bu aralikta olmasi gerekmektedir. Metronidazol/HPBCD kompleksin
yiiksek K. degeri kompleksin kararli oldugunu gostermektedir [16]. Metronidazoliin 3-
siklodekstrin ve HPBCD ile yapmis oldugu inkliizyon komplekslerinin kararlilik sabiti
degerleri Chadha ve ark tarafindan yapilan ¢alismada verilmistir [22]. Kalorimetrik
yontemle gerceklestirilen tayinde metronidazol pH degeri 3’e ayarlanmis fosfat
tamponunda, B-siklodekstrin ve HPBCD %0,25 polivinilpirolidon igeren pH degeri 3’¢
ayarlanmis ¢ozeltide ¢oziilerek hazirlanmigstir. p-siklodekstrin ve HPBCD sirastyla
0.705-7.048 mM ve 0.508-6.540 mM derisim araliginda hazirlanmistir. Metronidazol-
siklodekstrin belirli derisimlerde karistirllmis ve kisa siireli galkalamalar sonucunda
kompleks olusturulmustur. Kompleksler 1:1 oraninda olusturulmustur. pH 3’de
metronidazol protonlanmis halde oldugundan bu durumun B-siklodekstrin ve HPBCD
ile komplekslesmesinekatkist bulundugu sonucuna varilmistir. Sulu ortamda
hazirlanmis (pH 3, fosfat tamponu)kompleksin K. degeri 1030+25 M™ olarak
verilmistir. Bu degerin ¢alismamizda verilen deger ile ¢ok fazla uyusmamasinin nedeni
metotta kullanilan Metronidazol/HPBCD derisiminin ve ¢ozelti ortaminin farkh
olmasidir.  Bensouiki ve arkadaslar1 [23] tarafindan yapilan ¢alismada
Metronidazol/HPBCD kompleksinin kararlilik sabiti farkli sicakliklarda belirlenmistir.
Higuchi ve Connors'a gore metronidazoliin ¢oziiniirliigi tizerindeki -siklodekstrin ve
HPBCD arasindaki ¢oziintirliik etkisini karsilastirmak icin Faz-¢oziiniirliikk calismasi
yapilmistir [16]. 70 mM metronidazol B-siklodekstrin ve HPBCD (14-70 mM) in artan
derisimlerinde cam viallerde su ortaminda karistirilmistir. Vialler 25 °C’de, 5 giin
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boyunca dengeye ulasincaya kadar 120 rpm’de karistirilmistir. Stispansiyon 0,22 pm
filtreden siizlildiikten sonra, siizlintiideki metronidazoliin derisimi 320 nm’de UV-
visible spektrofotometre ile Ol¢iilmiistiir. Metronidazol HPBCD ile A tipi, B-
siklodekstrin ile B tipi ¢oziiniirliikk faz grafigi vermistir. Grafiklerin egimlerine gore her
iki siklodekstrin ile metronidazol 1:1 oraninda kompleks olusturmustur. HPBCD
yapisinda hidroksil gruplar i¢cermesi nedeniyle B-siklodekstrine gore metronidazoliin
¢Oziiniirliiglinii daha da gelistrdigi sonucuna varilmistir. Calismada faz ¢oziiniirlik
diyagramina gére 40°C’de HPBCD ile metronidazolin K. degeri 2257 M olarak
belirlenmistir.

Sekil 3’te gorildigl gibi faz ¢oziiniirliik grafiginin kesim noktasi degeri (1,268 mM),
metronidazoliin molekiil agirhigi (171,16 g/mol) ve bilesigin 50 kat seyreltme faktori
kullanildiginda bilesigin ¢oziiniirliigli 10,851 mg/mL; molar ¢oziiniirliigi 63,40 mM
olarak hesaplanmistir. Metronidazoliin ¢oziiniirligii ile ilgili olarak Chadha ve ark
tarafindan yapilan calismada [22] metronidazol 1 g tartilmis ve B-siklodekstrin ve
HPBCD igeren pH degeri 3’e ayarlanmis fosfat tamponu iceren ¢dzeltiye ilave
edilmistir. 37 °C’de 24 saat boyunca yapilan ¢alkalama sonucunda siispansiyon dengeye
getirilmistir. Siispansiyon 0,45 pm membran filtrede siizilmiistiir. Metronidazolii i¢ceren
sliziintii Amax degerinde spektrofotometrik metotla tayin edilmistir. Calismada elde
edilen spektrofotometrik veriler kullanilarak metronidazoliin ¢o6ziiniirliigii 15,03
mg/mL, molar ¢o6zintrligi 87,9+1,2 mM olarak hesaplanmistir [22]. Malli ve
arkadaslar1 [24] tarafindan yapilan ¢alismada faz-¢oziiniirlikk deneyi ile metronidazoliin
¢Oziiniirligli B-siklodekstrin ile komplekslesmesinden yararlanilarak  belirlenmigtir
[16]. Asir1 miktarda metronidazol, B-siklodekstrin ¢ozelti ortamina ilave edilmis 25
°C’de bes giin calkalanmistir. Numune 0,22 pm filtreden siiziildiikten sonra igerdigi
metronidazoliin derisimi HPLC metodu ile belirlenmistir. HPLC analizi Symmetry C18
kolonda (Spum, 250x4 mm, Waters), 0,5 mL/dakika akis hizinda gergeklestirilmistir.
Kromatografik tayin metanol-su ikili karigiminda (75:25, %v/v) yapilmistir.
Metronidazol 230 nm’de dedekte edilmistir. A tipi diyagramdan elde edilen veriler
yorumlandiginda molar ¢6ziiniirlik 54 mM olarak hesaplanmistir. Caligmamizda verilen
degerden farkli olmasinin sebebi bu ¢aligmada metronidazol/B-siklodekstrin kompleks
kararlilik sabiti tayin edilmistir.

4. Sonug ve Yorum

S-nitroimidazol grubundaki en 6nemli antibiyotiklerden biri olan metronidazol 1950
yilinda Poulenc aragtirma laboratuvarlarinda kesfedilmistir. Giliniimiizde ¢esitli
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
Metronidazol oral uygulamada yaygin kullanilmasina ragmen suda ¢oziiniirligii sinirl
oldugundan sulu formiilasyonlar i¢in kullanim alani sinirhdir. Metronidazoliin suda
¢oziiniirligiiniin gelistirilmesi i¢in B-siklodekstrinin bir tiirevi olan 2-hidroksipropil-p-
siklodekstrin ile komplekslestirilmesi saglanmistir. Yapilan ¢alisma metronidazoliin 2-
hidroksipropil-p-siklodekstrin ile 1:1 stokiyometrik oranda bir A, tipi faz diyagramiyla
sonuglanan bir inkliizyon kompleksi olusturabildigini gostermistir. Faz c¢oziintirlik
caligmalar1 sonucunda ¢oOzeltide bulunan serbest haldeki metronidazoliin derisimi
yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC) yontemiyle belirlenmistir. Literatiirde
siirli veri olan bilesigin molar ¢oziiniirliik ve kompleks kararlilik sabiti degerleri
duyarhiligi, kesinligi ve dogrulugu yiiksek HPLC yontemiyle elde edilen verilerle
belirlenmigtir. Bu yontemle elde edilen veriler literatiirde ilktir. Sonu¢ olarak
metronidazolin  ¢ozliniirligi 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin ile  yapilan
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komplekslestirme ile biiyiik 6l¢iide artmistir. Bu sonug, gelistirilecek formiilasyonlarin
gelecekteki gelisimi i¢in rehberlik saglayabilir.
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