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Yikama Metodu Kullanilarak Saflastirllan Amoksisilin Trihidratin Taguchi Yontemi ile
Optimizasyonu

Mustafa ERGIN"

OZET: Saf bir kristal iiriin elde etmek icin tekrar tekrar uygulanan kristalizasyon basamaklar1 veya
farkli kimyasallara basvurulmasi, bitmis iiriiniin veriminde farkli sorunlara neden olabilir. Bundan
dolay1, kristal agin igerisindeki safsizliklar, ana {iriinii etkilemeden uzaklastirilmalidir. Bu ¢alismada,
Amoksisilin trihidrat (Amct) ve safsizlik olarak 4-hidroksifenilglisin (4-HPG) kullanilmistir. Amct
kristal kafesinden, safsizlik olarak 4-HPG’nin yikama yontemleri kullanilarak uzaklastiriimasi
gosterilmistir. Ayrica, bu c¢alismada ilk kez, yikama verimi ile yikama yOntemleri, ¢ozeltiler ve
sicakliklar arasindaki iligkiyi incelemek i¢in Taguchi metodu kullanilmistir. Denemelerde bir Biichner
cam hunisi istenilen sicaklikta ve iiriin kayb1 olmadan calisilacak sekilde yeniden tasarlanmistir ve
denemeler burada yapilmistir. Bu ¢alisma, farkli yitkama yontemleri, kullanilan Taguchi metot ve
yeniden tasarlanan Biichner cam hunisi ile literatiire farklilik katmaktadir. Etki grafiklerinden yikama
verim degerlerini etkileyen faktorler sirasiyla yikama yontemi, sicaklik ve ¢ozelti olarak belirlenmistir.
En yiiksek verim, tek agamal1 yikama yontemi ile Etilalkol kullanilarak 15°C’de elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amoksisillin trihidrat, 4-hidroksifenilglisin, kristalizasyon, saflandirma, Taguchi
metot

Optimization of Amoxicillin Trihydrate Purified Using Washing Method by Taguchi Method

ABSTRACT: Repeated crystallization operations or the employment of several chemicals to achieve
a pure crystalline product might result in a variety of issues with the completed product's yield. As a
result, the impurities in the crystal mesh must be eliminated while the core product remains
unaffected. Amoxicillin trihydrate (Amct) and 4-hydroxyphenylglycine (4-HPG) were employed as
impurities in this investigation. Washing methods were proven to be effective in removing 4-HPG
contaminants from the Amct crystal lattice. In addition, for the first time in this study, the Taguchi
technique was employed to investigate the link between yield and washing procedures, solutions, and
temperatures. A Biichner glass funnel was developed in the experiments to work at the required
temperature with no product loss, and testing were undertaken here. This study makes a difference to
the literature with different washing methods, the Taguchi method used and the redesigned Biichner
glass funnel. From the effect graphs, it was determined that the factors affecting the yield values were
washing method, temperature and solution, respectively. The highest washing yield was obtained at
15°C by using ethanol with the one-stage washing method.
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GIRIS

Amoksisilin trihidrat (Amct), birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan genis
spektrumlu B-laktam antibiyotiklerin en ¢ok tercih edilenlerinden biridir. Diinya’da Amct tek basina
4.4 milyar USD'lik bir pazar paymna sahip olarak son Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére 65 iilkenin
60'nda en ¢ok regete edilen antimikrobiyal ilagtir (WHO, 2018). B-laktam ilaglara olan talebin, 2000°1i
yillardan itibaren 6zellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde iki katindan daha fazla arttig1 belirlenmistir
(Klein ve ark., 2018). Dolayisiyla, bu ilaglarin arz-talep iliskisinin, cografi olarak degisim gosterdigi
sOylenebilir. Bununla beraber, Kasim 2019'de COVID-19 pandemisinin baglamasi ile Cin'in iiretimini
durdurdugu Amct hammadesine erisimde diinya ¢apinda bir problem yasanmistir (FDA, 2021).
Dolayisiyla, bu antibiyotik ve safsizlik iiriinlerinin belirlenmesi i¢in maliyeti, ¢cevresel etkiyi (Yasa ve
ark., 2016), kontaminasyonu (Ergin ve Ergin, 2021), atig1 ve daha fazlasin1 en aza indirmek igin
gerekli teknolojilerden ve tasarim (Onar ve Vardar, 2018; Yasa, 2020) ilkelerinden yararlanmak
olduk¢a 6nemli hale gelmistir.

Ayirma islemi, kimya ve ila¢ endiistrilerinde, isletme maliyetinin yaklasik %40-70'ini
olusturur. Ilag ve gida gibi insan sagligimi dogrudan etkileyen ve ikinci kalite {iriinlerin asla kabul
edilemeyecegi birgok endiistride, bitmis veya ara iirlinlerin geri kazanilmasi ve saflastirilmasi igin
ayirma islemleri siklikla kullanilmaktadir. Ancak, isletmecilerin bu sektorlerde ticari hayatlarini devam
ettirebilmeleri icin kaliteli iirinlerin yani1 sira verimli {rlinler iiretebilecek ekonomik siiregleri
arastirmalart ve kullanmalar1 gerekmektedir. Bunu basarmak icin kullanilan islemden yiiksek saflikta
ve verimli bir iiriin elde edilmelidir. Bu nedenle, islemden kaynaklanan safsizliklar1 gidermek icin
pahali farkli kimyasallar veya maliyetli iiretim teknikleri yerine yikama isleminin kolay ve basit
modifikasyonlar tercih edilebilir.

Bu c¢alismada kullanilan yitkama metodunun pratik olarak endiistri kullanim ile karsilagtirmak
ve mekanizmasini ortaya g¢ikarmak icin gercek ilag/safsizlik sistemi Amct/4HPG (bkz. Sekil 1)
kullanilmistir.
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Sekil 1. a) Amoksisilin trihidrat ve b) 4-hidroksifenilglisin'in molekiiler yapisi

Amct, kimyasal ve enzimatik olmak iizere iki farkli iiretim metodu ile yar1 sentetik olarak
tiretilmektedir (Giron ve ark., 2002; Youshko ve ark., 2004). Kullanilan her iki yontem i¢in de
baslangic materyali, amid baginin [-CONH-] kirilmasinin ardindan meydana gelen 6-APA'dir
(Bruggink ve ark., 1998; Engel ve Kleemann, 2003; Elander, 2003; Alemzadeh ve ark., 2010).
Amoksisilin tiretimi i¢in kullanilan ilk metot "Dane tuzu" ad1 verilen kimyasal yontemdir (bkz. Sekil
2). Bu yontemde, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in oldukga diisiik sicakliklar (-30°C) gerekmektedir.
Ayrica, insan saglig1 ve ¢evre kosullarina zararli oldugu diisiiniilen bazi reaktif ve solventler de bu
proseste kullanilmaktadir. Prosesin sonucunda ortaya c¢ikan atik tiirii/miktar1 ve bunlarin
uzaklagtirilmasi glinlimiizde ayrica dnemli bir sorundur (Bruggink ve ark., 1998).
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Sekil 2. Amoksisilin tiretimi i¢in kimyasal yontem

Ikinci yéntem ise enzimatik yontemdir (bkz. Sekil 3). Bu yontem; 1liman reaksiyon kosullar1 ve
daha az islem adim1 nedeniyle kimyasal yonteme gore giinlimiizde iiretim i¢in daha ¢ok tercih edilen
tiretim metodudur. Bu yontemde, 4-hidroksifenilglisin etil ester (HPGE) ve 6-Aminopenisilanik asit
(6-APA), amoksisilin olusturmak iizere reaksiyona girer. iki hidroliz reaksiyonu ayni anda meydana
gelir. {lk asamada, reaktif HPGE; 4- hidroksifenilglisin (4-HPG) ve etilalkol olusturmak iizere su
varliginda penisilin G asilaz (PGA) tarafindan hidrolize edilir. Ikinci asamada, Amct (Amoksisilin
trihidrat) tirlinii, 4-HPG ve 6-APA'y1 olusturmak i¢in su varliginda PGA tarafindan hidrolize edilir (Hsi
ve ark., 2013). Prosesin sonunda amoksisilin yaninda safsizlik olarak 6-APA ve 4-HPG’nin bulunmasi
kagiilmazdir.
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Sekil 3. Amct {iretimi i¢in enzimatik sentez

Amct iiretmek i¢in tercih edilen her iki prosesin sonucunda da sartlar farkli olsa da kullanilan
hammaddeler nedeniyle benzer safsizliklar meydana gelmektedir. Olusan safsizlik iriinleri, ham
madde verimini diislirerek bir sonraki saflagtirma ve ayirma islemlerini etkilemekte ve ayrica bitmis
Uriinlin Uretiminde sorunlara neden olmaktadir. Dolayisiyla bu safsizliklarin kolay, ucuz sekilde
belirlenebilmesi ve uzaklastirilabilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bunun i¢in yikama prosesi kullanilmasi
(Ergin, 2021) veya farkli kimyasal maddeler (Alvarez ve Myerson, 2010; Vartak ve Myerson, 2017)
ile safsizliklar uzaklastirilmaya ¢alisilmistir.

Bu calisma, literatiirdeki yikama prosesi ile ilgili bazi bosluklar1 doldurmay1 amaglamustir. lk
olarak, farkli kimyasallar veya tekrarlanan kristalizasyon asamalar1 kullanilmadan, sadece farkl
yikama yontemlerinden faydalanilarak Amct'nin kristal kafesi igindeki proses kaynakli bozunma
iriinlinlin uzaklastirilmasini igermektedir. Boylece, c¢alisma yikama isleminin zaman-maliyet etkisi
acisindan Onemini ortaya koymayir amaglamistir. Yine bu dogrultuda ilk kez yikama verimi ile ii¢
farkli yikama yontemi, ii¢ farkli solvent ve iki farkli sicaklik arasindaki iligki “Taguchi Metodu”
kullanilarak arastirilmasi hedeflenmistir. Son olarak, calisma Biichner cam hunisini iirin verimini
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istenen sicaklikta ¢alisacak sekilde yeniden tasarlayarak literatiire yenilik getirmeyi amaglanmistir.
Calisma, maliyet-verimlilik-saflik-zaman ¢ercevesi dikkate alinarak pandemilerle basa ¢ikma
gercegiyle karst karsiya kalan diinyada onemli olan tiim [-laktam antibiyotiklere Amct yikama
islemlerinin verimli bir sekilde uygulanabilirligini tesvik etmek i¢in onemli bir yol olacaktir. Ayrica
caligmada, yikama yontemleri, sicaklik ve arastirilan ¢ozeltiler arasindaki farkliliklar ve benzerlikler
cercevesinde Amct/4-HPG'nin yikama verim degerleri incelenmistir. Elde edilen veriler, sadece Amct
degil, tim PB-laktam antibiyotiklerin iiretiminde yikama islemi icin etkili stratejiler gelistirmeye
yardimeci1 olabilir.

MATERYAL ve METOT
Kimyasallar

Bu calismada kullanilan tiim kimyasal bilesikler, ilave bir saflastirma olmadan kullanilmistir.
Amct, North China Pharmaceutical Inc., Hebei, Cin'den temin edilmistir. 4-HPG, isopropilalkol,
Etilalkol, mono-potasyum fosfat (KH,PO4) ve dibazik potasyum fosfat (K,HPO4), Sigma Aldrich'ten
(ABD) satin alinmistir. Calisma boyunca kullanilan distile su Milli-Q sistemi (Millipore, ABD) ile
hazirlanmistir. Hidroklorik asit, Sigma-Aldrich'ten satin alinmis ve 1.0 L'lik bir 6l¢iilii balonda 1.0 M
HC1 hazirlanmigtir. Sodyum hidroksit, Sigma-Aldrich'ten temin edilmis ve 5.0 M NaOH ¢ozeltisi
kullanilmistir.

Metot

Amct/4-HPG kristallestirme ve yikama islemi i¢in kullanilan proses Sekil 4'de gosterilmistir. 100
mL'lik 6zel olarak tasarlanmis bir Blichner cam hunisi (bkz. Sekil 5) ve iki adet 150 mL'lik ceketli
reaktor, kararli durum kosullarimi saglamak ig¢in tiim kristalizasyon deneylerinde kullanilmistir. Bu
calismada, yapilan tiim denemelerde iiriin kaybi1 olmadan {iiriiniin kolayca alinabilmesi ve istenilen
sicaklikta ¢alisabilmesi i¢in Biichner cam hunisi yeniden tasarlanmistir. Proses sicakligi, sirkiilasyonlu
bir su banyosu (VWR Science 1150) ile istenen g¢alisma sicakligina ayarlanmistir ve sistemin 30
dakika boyunca stabilize olmasina izin verilmistir. Tiim solventler, ¢caligma ortamiyla ayni sicaklikta
olmalar1 amaciyla her denemeden bir saat 6nce, su banyosunda tutulmustur. Her deneme ilk olarak
belirtilen kosullarda kristalize edilmis, ardindan ayn1 kosullarda yikama islemine tabii olmustur.

Safsizhik igeren
Amctf3-HPG | ) kristaller
T Filtre ‘
Kristallegtirici \
Ana likir
tek asamali yikama iki agamah yikama bekleme metodu
& Yikanmig & . a Yikanmis G Yikanmis

kristaller kristaller kristaller

] [
Filtre

éFiIlre Filtre|| %=
L Mg
\T 300 e

atik solvent | |atik solvent atik solvent atik salvent

Sekil 4. Amoksisilin kristalizasyon prosesinin sematik gosterimi (Fatih, 2021)
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Sekil 5. Amct/4-HPG'nin yikama igleminde kullanilan aparat. (A) Yikama islemi i¢in filtrasyon aparatinin bilesenleri. (B)
Amct/4-HPG'nin hazirlanmasi i¢in kullanilan filtrasyon kurulumu. Not: Kristallerin filtreden daha kolay ¢ikarilmasini ve
filtre duvarlarina yapismamasini saglamak i¢in bir cam adaptdr kullanilmistir. (C) Yikanmis Amct/4-HPG kristallerinin
filtreden ¢ikarilmasi (Fatih, 2021)

Kristalizasyon ve yikama islemleri sirastyla 15°C ve 25°C olmak tizere iki farkli sicaklik i¢in ve
pH 6 kosullarinda gerceklestirilmistir. Bu islem her sarj icin ayr1 ayr tekrarlanmistir. Reaktor 2'deki
safsizlik silispansiyonu, maksimum pompa akis hizi (120 rpm) ile reaktor 1'deki ana malzeme
slispansiyonuna taginmistir. 300 rpm'de 5 dakika karistirildiktan sonra, ayni sicaklikta 1 M HCI, tiim
siispansiyon ¢oziinene kadar (pH 1.8, yaklasik 50 ml HCI) 20 rpm akis hizinda ceketli reaktor 1'e
beslenmistir. Cozlinmemis pargaciklari uzaklastirmak icin 0.45 pm Whatman naylon filtre kagidi
kullanilmistir. Cozelti, sistemle ayni sicaklikta 5 M NaOH ¢ozeltisi ile beslenmistir ve istenen pH'a
ayarlandiktan sonra 30 dakika boyunca kristallesmesine izin verilmistir. HCl ve NaOH adimlarinin
pH'", bir pH metre (Fischer Scientific AE 150, ABD) ile siirekli olarak kontrol edilmistir.

Daha sonra elde edilen kristaller bir pompa ile yavas¢a Biichner cam hunisine aktarilmistir.
Safsizliklar igeren kristaller, 0.2 um Whatman naylon filtre kagidindan siiziilmiistiir. Ana likdriin
kristallerden tamamen uzaklastigindan emin olmak i¢in vakum bir siire daha uygulanmistir. Filtrasyon
sonunda ana likor ve yitkanmamus kristal numuneler birbirinden dikkatlice ayrilmistir.

Yikama denemesi

Tim yikama deneyleri, 100 ml 6zel olarak tasarlanmis Biichner cam huni kullanilarak 10 ml
yikama solventi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan yikama solventinin hacmi
kristal keki tamamen kaplayacak sekilde 10 ml olarak belirlenmistir. Yikama deneylerinde USP
Farmakopesi'nde belirtilen diisiik toksisite degerleri nedeniyle yikama solventi olarak Etilalkol,
isopropilalkol ve distile su tercih edilmistir. Coziicti, 1slak keke etkili bir sekilde uygulamak i¢in belli
bir mesafeden piiskiirtiilmiistiir. Boylece solvent hem miktar1 hem de uygulama yontemi ile yas kek
tizerine homojen olarak dagilmis ve safsizliklarin giderilmesinde etkin rol oynamistir. Yikanan
kristaller, bir vakum pompas: kullanilarak 0.2 pym Whatman naylon filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Filtrasyon sonunda ¢6ziicii ve yikanan kristal numuneler birbirinden dikkatlice ayrilmis ve hassas
kristal numuneler kurutulmustur.

Kristal kafes yapisindaki safsizliklart gidermek i¢in elde edilen kristallere ii¢ farkli yikama
yontemi uygulanmistir. Tek asamali yikama yonteminde, kristaller taze ¢oziicii kullanilarak bir kez
yikanmis ve ¢oziicli tamamen filtrelenene kadar vakum uygulanmistir. Cift asamali yikama yontemi
olarak adlandirilan ikili yikama sisteminde, tek agamali sistemle yikanan kristaller ayn1 miktarda taze
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¢oziicii kullanilarak ikinci kez yikanmig ve ¢oziicii tamamen siiziilene kadar vakum uygulanmistir.
Bekletme yontemi olarak adlandirilan son yontemde, kristallere diger yontemlerde oldugu gibi ayni
miktarda taze ¢oziicli uygulanmis ve ¢oziicii kristal iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra ¢oziicii
tamamen uzaklasana kadar vakum yapilmistir. Ayrica, yikama solventinin filtrelenmesi i¢in uygulanan
vakum siiresi, yaklasik 30 s olarak tiim denemelere esit olarak gergeklestirilmistir.

Taguchi metot

Bir ¢alismada istemeden yapilan kiiglik hatalar zaman kaybina, 6nemli ekonomik kayiplara ve
hatta ampirik gegerliligin gegersiz olmasima neden olabilir, ¢linkii iyi bir deneysel plan dahilinde
calismak basari i¢in kilit faktorlerden biridir. Yikama asamasi, kristalizasyon sisteminin vazgecilmez
bir asamasit olmasina ragmen, yikama isleminin islevi daha Once literatiirde detayli olarak
calisiimamistir. Bu nedenle bu ¢alismada yikama sisteminin basarili bir sekilde degerlendirilmesi ic¢in
1yl bir deney plani1 ¢ergevesinde denemeler yapilmistir. Bu ¢alismada, kullanilacak malzemeler (Amct
ve 4-HPQG) ile proses kosullar1 arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak icin farkli yikama yontemleri, farkl
cozeltiler ve sicakliklar kullanilarak birkag¢ pilot deneme yapilmistir. Bu pilot denemeler ile “malzeme
kullanilan sistem-siire¢ kosullar1’” arasindaki iliski gozden gecirilerek olasi hatalar, zaman ve
ekonomik kayiplar ortadan kaldirilmistir. Yikama isleminde kullanilan parametrelerin sistem
tizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak icin “Taguchi Method” tasarimi kullanilmistir. Bu deney tasarimi
yonteminde kontrol edilemeyen ve agiklanamayan degiskenlerin kontroliinii saglar (Lin, 2004). Bu
faktorlere karsi performans karakteristik kontrol faktorii seviyesinin belirlenmesinde Taguchi
yonteminde amag fonksiyon degerleri bir sinyal/giiriiltii (S/N) oranina doniistiiriiliir, yani deneysel veri
kalitesi 6zelliklerini gosteren istenmeyen rastgele giiriiltii degeri i¢in istenen sinyal orani olarak ortaya
konur.

Bu yontemi kullanmanin temel amaci, daha az deneme ile ¢ok daha anlasilir sonuglara
ulagsmaktir. Deney tasarimindaki diger bir adim, siire¢ parametrelerinin seviyelerini ayarlamaktir. Bu
calisma, oOnceki pilot deneylerin sonuglart ile literatiir taramasindan elde edilen bilgiler dikkate
alinarak ve uzmanlarla istisare edilerek gerceklestirilmistir. Cizelge 1, deneysel ¢alismada kullanilan
parametreleri ve bunlarin seviyelerini, {i¢ seviye yikama metodu, ii¢ seviye soliisyon ve iki seviye
sicaklik ile sunulmustur. Taguchi L18 (2' x 3%) ortogonal dizi, optimum yikama metotlarmnin
belirlenmesi, soliisyon ve sicaklik etkilerinin analizi i¢in en uygun olarak secilmis ve Minitab 19

yazilimi kullanilmastir.
Cizelge 1. Taguchi deney tasarimi i¢in kullanilan proses parametreleri ve seviyeleri

No. Proses Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
Parametresi

1 Yikama metodu Tek agsamal Iki asamali Bekleme

2 Cozeltiler Etilalkol Isopropilalkol Distile Su

3 Sicaklik 15°C 25°C -

Yikama verim degeri kalite karakteristik faktorii oldugundan, bu ¢alisma icin "daha biiylik-daha
yi" 0zelligi secilmistir. Esitlik (1), "daha biiyiik-daha iyi" 6zelliginin S/N oranini ifade eder.
Daha biiyiik-daha iyi: ~ = —10logn X1, y? (1)
Burada, n, tekrarlanan deneylerin sayisini, y;, deneysel veriyi, i, ortalama Olciilen degeri temsil
etmektedir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Kristalizasyon sonrasi elde edilen Amct kristallerinin belirlenen soliisyon ile yikanmasi sonrasi
elde edilen kristal miktarinin, yikama o6ncesi kristal miktarina boliinmesi sonucunda yikama verimi
elde edilmistir.

Giiriiltii-sinyal (S/N) oraninin analizi

Amct kristallerinin yitkanmasinin ardindan Taguchi L18 deneysel tasarimi ile elde edilen S/N
oranlar1 ve deneysel yikama verim degerleri Cizelge 2’de gosterilmektedir. Taguchi tabanli yanit
tablosu kullanilarak deneysel yikama verim Ozelliklerinin optimal seviyeleri i¢in yikama prosesi,
soliisyon ve sicaklik kontrol faktorleri arasinda en etkili olan1 belirlenmistir.

Cizelge 2. Deneysel sonuglar ve S/N oranlari

No. Sicakhk  Yikama Prosesi Soliisyon Yikama Verimi Verim i¢in S/N
() (%) Orani

1 15 1-asama Distile Su 85.28 -1.38306
2 15 l-asama Etilalkol 85.34 -1.37695
3 15 1-agama Isopropilalkol 85.31 -1.38

4 15 2-asama Distile Su 84.89 -1.42287
5 15 2-asama Etilalkol 84.98 -1.41367
6 15 2-agama Isopropilalkol 84.94 -1.41775
7 15 Bekletme Distile Su 84.85 -1.42696
8 15 Bekletme Etilalkol 84.92 -1.4198
9 15 Bekletme Isopropilalkol 84.88 -1.42389
10 25 1-asama Distile Su 85.11 -1.40039
11 25 l-asama Etilalkol 85.16 -1.39529
12 25 1-agama Isopropilalkol 85.13 -1.39835
13 25 2-asama Distile Su 84.76 -1.43618
14 25 2-asama Etilalkol 84.90 -1.42185
15 25 2-asama Isopropilalkol 84.80 -1.43208
16 25 Bekletme Distile Su 84.73 -1.43926
17 25 Bekletme Etilalkol 84.77 -1.43516
18 25 Bekletme Isopropilalkol 84.75 -1.43721

Cizelge 3, S/N response tablosunu sunar ve yikama verimi iizerindeki en etkili parametre olarak
yikama prosesini en az etkili parametre olarak ise sicaklig1 gosterir.

Cizelge 3. Sinyal giiriiltii oranlar i¢in response tablosu

Seviye Sicaklik Yikama Prosesi Soliisyon
1 -1.407 -1.389 -1.418
2 -1.422 -1.424 -1.410
3 - -1.430 -1.415

Delta 0.015 0.041 0.008

Rank 2 1 3

Amct’ i kristalizasyonunda yikama verimi i¢in S/N degerleri {lizerindeki kontrol faktoriiniin
etkileri Sekil 6’da ortaya koymustur. Yikama verimi (bkz. Sekil 6) icin optimal yikama prosesi
parametreleri (en yiiksek degerler) 1 asamali yikama prosesi, soliisyonun 2. seviyesi olan etilen ve
sicaklik i¢in 15°C bulunmustur.
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Sicakhk

-1.39

-1.41

SN oran degerleri

L]

SN Oranlan icin Ana Etki Grafigi

Yikama Prosesi

25 1-asama 2-asama  Bekletme

Signal-to-noise: Larger is better

Sollsyon

Su

Etilalkal  isopropilalkol

Sekil 5. Yikama verimi i¢in ortalama S/N orani {izerindeki proses parametresi etkileri

Varyans analizi

Bir deney tasariminda tiim kontrol faktorlerinin birbirleri ile olan etkilesimlerini belirlemek i¢in
varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Cizelge 4, %95 giiven diizeyinde ve %5 anlamlilik diizeyinde
yikama prosesi, soliisyon ve sicaklik kontrol faktorlerinin yikama verimi tlizerindeki etkilerini ortaya
koyan ANOVA sonuglarin1 gostermektedir. Kontrol faktorlerinin 6nemini belirlemek i¢in her bir
kontrol faktoriiniin F degeri karsilagtirllmistir (Kumar ve Choudhury, 2008). Yikama verimliliginde
hangi faktoriin daha etkili oldugu Sekil 7'de ¢izilen pasta grafiginde gosterilmektedir. Toplam
degiskenlik {izerindeki etkilerin %74'linli yikama yontemi, %23"inii sicaklik ve %3'Unii ¢ozelti
olusturdu. Elde edilen bu degerler ¢ercevesinde en etkili degerin “yikama yontemi” oldugu agikca

goriilmektedir.

Cizelge 4. Sinyal giiriiltii oranlar1 i¢in response tablosu

Kaynak  DF Seq SS Katki Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Sicaklik 1 0.000009 %13.27 0.000009 0.000009 163.84 0.00000
Yikama 2 0.000057 %83.28 0.000057 0.000029 514.27 0.00000
Prosesi
Soliisyon 2 0.000002 %2.48 0.000002 0.000001 15.31 0.00050
Error 12 0.000001 %0.97 0.000001 0.000000
Total 17 0.000069 %100.00

Normal olasilik grafigi (Normal probability plot), regresyon modeli denklemine kiyasla bireysel
degerlerin sapmasini gosterir. Cizginin etrafindaki kiimelenmis noktalar diisiik sapma gosterir. Yikama
verimi i¢in artik (residual) grafik Sekil 8'de gosterilmektedir. Normal olasilik grafiginin, hatalarin

normal dagildigini1 gosteren neredeyse dogrusal bir yanit gosterdigi agiktir.
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Soliisyon
3%\
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M Yikama Proses

M Sollsyon

Ylkama_/

Prosesi
74%
Sekil 6. Yikama verimindeki faktdrlerin etki dagilimini gosteren pasta grafigi

Normal Olasilik (Probability) Grafigi
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L
95
20
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% 60
Il 4
= L0
= 40
30
204
101
5
1 T T T T T
-0.00050 -0.00025 0.00000 0.00025 0.00050

Bakiye deger
Sekil 7. Yikama veriminin S/N oranlari i¢in artik grafik

Regresyon analizi

Regresyon analizi, bir bagimli degisken ile bir veya daha fazla bagimsiz degisken arasindaki
iliskinin modellenmesi ve analizi i¢in uygulanir (Kivak, 2014). Bu ¢alismada, yikama verimini
denklemler yoluyla hesaplamak i¢in regresyon analizi kullanilmistir. Denklem tahminleri, lineer ve
kuadratik modeller olarak formiile edilmistir. Cizelge 5, ¢ikt1 parametreleri i¢in tahmin edilen ikinci
dereceden ve dogrusal denklemleri gostermektedir. Lineer regresyon modeli denklemleri araciliiyla
bulunan R? degeri yikama verimi i¢in %99.03 olarak bulunmustur. Tahmin edilen degerler ile deneysel
sonuclar arasinda c¢ok iyi bir korelasyon ortaya konmustur.
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Cizelge S. Yikama veriminin tahmini i¢in denklemler
R-sq %99.03

Yikama = 0.852572 + 0.0 Sicaklik 15 -

Verimi 0.001422 Sicaklik 25+ 0.0 Yikama Prosesi 1-asama -
0.003433 Yikama Prosesi_2-asama
- 0.004050 Yikama Prosesi Bekletme + 0.0 Soliisyon Su
+0.000750 Soliisyon_Etil
+0.000317 Soliisyon izopropil

R-sq %99.83
Yikama Verimi = - 0.595 + 2.40 Predicted Verim - 0.823 Predicted Verim”2

Ikinci dereceden regresyon modelinde deneysel sonuglarla karsilastirildiginda tahmin edilen
degerler Sekil 9'da goriilebilir. Ikinci dereceden regresyon modeli ile gerceklestirilen denklemlerde R?
degeri yikama verimi igin %99.83 olarak belirlenmistir. Ikinci dereceden regresyon modeli ile elde
edilen tahmin degerleri, dogrusal regresyon modeli ile elde edilenlerden daha yogundur, bu da ikinci
dereceden regresyon modelinin yikama verimi tahmininde basarili oldugunu gosterir.

Belirlenen (fitted) Hat Grafigi
Yikama Verimi = - 0.595 + 2.40 Predicted Verim
- 0.823 Predicted Verim#2

B5.40%

Regression
- — 95% C1
85.30% ——-- 95% Pl
s 0.0000879
85.20% R-Sq 99.8%
E R-Sqadj) 99.8%
S B510%
=
(1
E asoo%
1+
=
2=
£4.90%
£4.80%
84.70%

B4.70% B4.80% 8490% 85.00% B510% B5.20% 8530% B5.40%

Tahmin Edilen Verim

Sekil 8. Yikama verimi i¢in deneysel sonuglarla karsilastirildiginda ikinci dereceden regresyon modeli

Amct {iretimi sirasinda ortaya ¢ikan safsizliklarin uzaklastirilmasi konusunda farkli ¢aligmalar
yapilmistir. Alvarez ve Myerson (2010) ve Vartak ve Myerson (2017), Amct/4-HPG kristal orgiisiine,
safsizlik 4-HPG ile kompleks yapmak iizere 47 adet bilesik kullanmistir. Calisma sonucunda 11
bilesen ile 4-HPG'nin kompleks olusturdugu ve slizme metodu ile kolayca uzaklastirildigindan
bahsetmis ve yiiksek verim elde edildigini ortaya koymustur (Alvarez ve Myerson, 2010; Vartak ve
Myerson, 2017). Ancak, Amct gibi olduk¢a hassas bir ilaca yeni bir kimyasalin eklenmesi iirlintin raf
Oomriinii negatif olarak etkileyecektir. Shaohua Feng, (2006) ise yapmis oldugu caligmada Amct nin,
4°C'de pH 4.7'de kristallestirildigini belirtmistir. Tiirbidimetrinin endiistriyel kristalizasyonda
cekirdeklenmeyi tespit etmek igin etkili bir teknik oldugu gostermistir. Indiiksiyon periyodu asiri
doygunlugun artmasiyla azalir ve bozunma tirtinleri ¢ekirdeklenme siirecini engelledigini ifade etmistir
(Shaohua Feng, 2006). Bunlarin disinda, Ergin (2021) ise farkli kompleks olusturmak i¢in kimyasal

kullanmak yerine sadece proses kosullarini iyilestirerek daha saf ve verimli bir iirlin elde etmeyi
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amaglamistir. Bunun i¢in yikama metodunu, yikama icin farkli soliisyonlar1 ve farkli sicakliklari
kullanmistir.Ayrica, ¢aligmayr genel faktdriyel tasarim kullanarak optimize etmistir. Calisma
sonucunda, oldukea yiiksek iiriin saflig1 ve iirlin verimi elde edildigi belirtilmistir (Ergin, 2021).

Amct {iretim prosesinin son asamasi olan yikama prosesi, farkli yikama metotlari, farkli yikama
solusyonlar1 ve farkli sicakliklar kullanilarak Taguchi metodu ile giiriiltii-sinyal (S/N) oraninin
analizine bagvurularak ilk defa bu ¢alismada incelenmistir. Calisma sonucunda prosesin optimizasyonu
noktasinda bu giine kadar ihmal edilen yikama prosesinin oldukc¢a onemli oldugu goriilmiistiir.
Sicakligin pH 6'da 15°C'den 25°C'ye yiikseltilmesi, Amctnin ¢oziiniirliigii tizerinde 6nemli bir etkiye
sahip degildir.

Rudolf ve ark., (2001) ve Diender ve ark., (2002) ¢alismalarinda, ayni1 pH araliginda 268 K'dan
298 K'ya 5 K'lik bir artisin Amct'nin ¢oziiniirliigiinde yaklasik 0.44 mM'lik bir ortalama artisa neden
oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, sicakligin Amct'nin ¢6ziiniirliigii izerinde énemli bir etkisinin
olmadigimi gosterdiler. Literatiirde, safsizlik olarak kullanilan 4-HPG i¢in aynm1 pH araliginda 268
K'dan 298 K'ye her 5 K sicaklik artisinda 6 mM'lik bir azalma oldugu belirtilmektedir (Rudolph ve
ark., 2001; Diender ve ark., 2002). Boylece sunulan veriler 1s1g8inda, sicakligin safsizlik olan 4-
HPG'nin ¢0ziiniirliigiinde daha etkili oldugu soylenebilir. Sicakligin bilesiklerin ¢ozlintirliigi
tizerindeki etkisi, kristal yapiin entalpisinin sifira dogru egilim gosterdigini gostermistir. Ayrica
kristal yapinin entropisinin sicakliga duyarli olmadigini da ortaya ¢gikarmaistir.

Rudolph ve ark., (2001), Amct/4-HPG kristal kafesinin yukarida bahsedilen sicakliga karsi
davranisina ilave olarak, bu iki maddenin farkli kosullar altinda ¢oziiniirliiglinti etkileyen en 6nemli
faktorlerden biri de hidrofobik oOzellikleridir. Rudolph ve ark. yaptiklar1 calismada Amct'nin 4-
HPG'den neredeyse iki kat daha fazla hidrofobik 06zellige sahip oldugunu ortaya koymuslardir
(Rudolph ve ark., 2001).

Douhéret ve ark., (2001), Franks, (2013), Bezerra ve ark., (2013) ise Amct ve 4-HPG'nin
molekiiler yapilarinin birbirine benzer olmasina ragmen, 4-HPG'nin molekiiler agirliginin Amct'den
daha kii¢iik oldugunu, bunun da bir¢ok ¢oziiclide ¢ozlinmesini kolaylastirdigini ifade etmislerdir. Su ve
Etilalkol dielektrik sabitleri sirasiyla 78.35 ve 24.60’dir. Dolayisiyla, Etilalkoliin, polar ¢dziinenleri
¢ozme yetenegi suyunkinden daha diistiktiir (Douhéret ve ark., 2001; Franks, 2013; Bezerra ve ark.,
2013). Dolayisiyla, Etilalkol ve isopropilalkol kullanimi, ¢6ziinmiis molekiiller arasindaki elektrostatik
etkilesim yoluyla kiimelenmeye izin verir. Caligmada Etilalkol ve isopropilalkol kullanimi ortamin
dielektrik sabitinde ve su aktivitesinde azalmaya neden olacagindan ¢oziiniirliikte azalmaya neden
olmustur.

Bu ¢alismada, bekletme siiresinin etkisini gostermek amaciyla Amct/4-HPG kristal kafes tizerine
tek asamali yikama yontemi, iki asamali yikama yontemi ve bekletme yontemi, farkli yikama
solventleri uygulanmistir. Bekleme siiresinin artmasi ile kristalin ve kullanilan solventlerin temas
stiresi uzamistir. Bu nedenle, kullanilan ¢oziiciiye bagli olarak, Amct nispeten daha az ¢oziinmiis ve
kristal kafes i¢inde kalmis, 4-HPG ise ¢0zelti fazina ge¢gmistir. Amct'nin yikama verimi kalis siiresinin
10 s'den 300 s'ye cikarilmastyla 6nemli 6l¢iide azalmistir.

SONUC

Amoksisilin’in kristal yapisina molekiiler yap1 bakimindan benzer olan 4-HPG'nin bir safsizlik
olarak eklendiginde kristal kafesten farkli kimyasallar kullanilmadan, sadece farkli yikama yontemleri
kullanilarak uzaklagtirilmasinin arastirilmasi literatiir i¢in olduk¢a 6nemli bir ¢alismadir. Bu detayh
calisma hem kesikli hem de siirekli proseslerin 6nemli bir parcasi olan yikama prosesine 1s1k tutmakta
ve yikamanin kristalizasyondaki onemini genis bir perspektiften incelemektedir. Bu calisma, ii¢
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seviyeli yikama yontemi, {i¢ seviyeli solvent ve iki seviye sicaklik kullanilarak tasarlanmis ve deneyler
Taguchi metoduna gore gergeklestirilmistir. Ozellikle sanayide kullanilan tek asamal1 yikama yontemi,
maliyet-etkinlik-saflik-zaman dortlii dengesi dikkate alinarak iki asamali yikama ve bekleme yontemi
ile karsilastirilmistir. Ana etki grafiginden yikama verim degerini etkileyen kritik faktorlerin sirasiyla
yikama yontemi, sicaklik ve cozelti oldugu goriilmistiir. Tek asamali yikama yontemi, yikama
yontemleri arasinda en yiiksek verim degerlerini ortaya koymustur. Islatma yonteminde soliisyonun
kalis siiresinin etkisinden dolay1 daha diislik yikama verimi elde edilmistir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismast olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.
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