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Oz

Penisilin grubu antibiyotikler, yan etkilerinin azlig1 ve bakterisid olmalar1 nedeniyle giiniimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur.
Bu ilaglar olumlu etkilerine ragmen tiiketiminden sonra yiyecek veya sulu ortamlarda bulunmasi ciddi saglik sorunlarina yol
acmaktadir. Ayrica hayvan yemindeki penisilin kalintilarinin varligi, insanlarin et ve siit iiriinlerini tiikketmesi ile agir alerjik tepki gibi
halk sagligi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Bu nedenle bu bilesiklerin tayinleri i¢in analitik metotlarda bir gelisme veya bu
bilesiklerin ozellikleri ile ilgili bir bilgi biiyiik katki saglayacaktir. Ilag formunda yer alan (tablet, kapsiil vb.) etken maddenin
tanimlanmasinda, klinik ¢aligmalar sirasinda plazma ve serum gibi fizyolojik sivilardaki ilag ve olas1 metabolitlerin tayini i¢in HPLC
yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada penisilin grubu 4 bilesigin (metisilin, penisilin V, amoksasilin, ampisilin) ayrimi ve farmasdtik
ve idrar numunelerinden Penisilin V’nin kantitatif tayini i¢in miseller siv1 kromatografi (MLC) metodu gelistirilmis ve valide edilmistir.
Analizler X-Terra RP18 (250 mm x 4,6 mm L.D., 5 pm) kolununda gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak 1- biitanol-su (% 5 (h/h))
ortaminda 0,05 M sodyum dodesil siilfat igeren 0,01 fosfat (pH 3,5) tamponu kullanilmistir. Akis hiz1 1,3 mL dk!, enjeksiyon hacmi 20
uL, kolon sicakligi 30 °C, dedeksiyon dalga boyu 200 nm’dir. Gelistirilen metot i¢in sistem uygunluk parametreleri ¢alisiimis ve kabul
edilebilir sonuglar elde edilmistir. Dogrusallik, se¢icilik, dedeksiyon limiti (LOD), kantitatif tayin limiti (LOQ), giin i¢i ve giinler arast
kesinlik parametreleri belirlenerek metot validasyonu gerceklestirilmistir. Penisilin V i¢in kalibrasyon egrisi 2-20 mg/L konsantrasyon
araliginda dogrusaldir (R?=0,9998) ve LOD ve LOQ sirastyla 0,203 mg/L ve 0,679 mg/L olarak bulunmustur. Bu metot gesitli farmasdtik
formiilasyonlar ve insan idrar numunelerinde penisilin V tayinine uygulanmustir.

Anahtar Kelimeler: Miseller sivi kromatografi, Beta-laktam antibiyotikler, Penisilin V, Metot validasyonu

Development and Validation of Micellar Liquid Chromatography
Method for Separation of Penicillin Group Antibiotics and Analysis of
Penicillin V in Pharmaceutical and Urine Samples

Abstract

Penicillin group antibiotics are the most commonly used antibiotics group due to the have less side effects and bactericide. Despite the
positive effects of these drugs, the presence of food or aqueous media after consumption leads to serious health problems. Furthermore,
in the presence of penicillin residues in animal feed, due to the consumption of meat and dairy products may have a negative impact on
public health such as severe allergic reaction. Therefore, an improvement in analytic methods for determination of such compounds or
an information about the characteristics of these compounds, will make great contributions. HPLC methods is used for idendification
of the active substance in the form of pharmaceutical (tablets, capsules, etc.) and to determine the drug and possible metabolites in
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plasma and serum physiological fluids during clinical trials. In this study, micellar liquid chromatography (MLC) method has been
developed and validated for the separation of the penicillin group 4 compounds (methicillin, penicillin V, amoxacillin, ampicillin) and
quantitative determination of penicillin V from pharmaceutical and urine samples. Analyzes were performed on the X-Terra RP18 (250
mm X 4,6 mm [.D., 5 um) column. The mobile phase is 0.01 phosphate (pH 3.5) buffer containing 0.05 M sodium dodecylsulfate in 5
% (v/v) 1-butanol-water. Flow rate is 1.3 mL min’!, injection volume is 20 pL, column temperature is 30 °C, detection wavelength is
200 nm. For the developed method, system suitability parameters were studied and acceptable results were obtained. Method was
validated by the determination of linearity, selectivity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), intra-day and inter-day
precision parameters. The calibration curve for penicillin V is linear in the concentration range of 2-20 mg/L. LOD and LOQ were found
to be 0.203 mg/L and 0.679 mg/L, respectively. This method has been applied to the determination of penicillin V in various
pharmaceutical formulations and human urine samples.

Keywords: Micellar liquid chromatography, Beta lactam antibiotics, Penicillin V, Method validation

1. Giris

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan iretilen ya da yok edilen (bakterisid) veya diger mikroorganizmalarin
(bakteriyostatik) biiyiimesini engelleyen kimyasal maddelerdir. Biitiin bakterilerde yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme
donemlerinden olusan ii¢ ¢ogalma evresi vardir ve antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme donemlerinde etki gostermektedirler
(Schugerl, 2001). Antibiyotikler ya ¢ok ¢esitli mikroorganizmalara karsi aktif olan genis spektrumlu ya da belirli bir organizma grubuna
kars1 aktif olan dar spektrumlu olabilir. Genel olarak antibiyotikler i) bakteri hiicre geperi bilesenlerinin sentezinin 6nlenmesi; ii)
bakteriyel sitoplazmik membrana zarar vermek; iii) protein veya niikleik asit sentezine miidahale ederek ¢aligsmaktadir (Samanidou ve
Evaggelopoulou, 2007).

Penisilinler, antibiyotiklerin en onemli gruplarindan birini olustururlar. ilk penisilinin kullamma girmesinden sonra baska
antimikrobik ajan iiretilmis olmasma ragmen penisilinler hala ¢ok genis kullanima sahiptir ve penisilinin yeni tiirevleri iiretilmeye
devam etmektedir. Penisilin ve tiirevlerinin temel yapist 6-aminopenisilanik asit (6-APA) ¢ekirdegidir ve bu g¢ekirdek, bir tiazolidin
halkasiyla ona bir yan zincirle baglanan beta laktam halkasindan olusur. Biyolojik aktivite i¢in 6-APA ¢ekirdeginin biitinligiini
korumasi gereklidir. Beta laktam halkasina bagli sekonder amin grubuna ¢esitli radikaller baglanarak amid bagini olustururlar. Bu
sekilde farmakokinetik ve farmakolojik farkliliklar gosteren penisilin tiirevleri elde edilir (Dural, 2008).

Penisilinler, bakteri ve mantar enfeksiyonlarini 6nlemek igin veterinerlik ve tibbi ila¢ uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Riediker vd., 2004; Becker vd., 2004). Penisilinlerin olumlu etkilerine ragmen, tiiketiminden sonra gida veya sulu
ortamlarda bulunmasi ciddi saglik tehdidi olusturmaktadir. Ayrica hayvan yemindeki penisilin kalintilarinin varligi, insanlarin et ve siit
iiriinlerini tiiketmesi ile agir alerjik tepki gibi halk saglig1 {izerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir (Fagerquist ve Lightfield, 2003).
Bunun yaninda farmokinetik ¢aligmalarda ilaci ve herhangi bir bozunma {irliniiniin ayirt edilmesi gerekliligi ve alerjik reaksiyonlarin
siklikla penisilin grubu bilesiklerden kaynaklanmasi penisilinlerin analizini 6nemli bir hale getirmistir (Joshi, 2002). Penisilinlerin tayini
icin kullanilan mikrobiyal inhibisyon ve immiinolojik testler gibi biyoanalitik yontemler bulunmaktadir (Babington vd., 2012; Song vd.,
2015). Fakat yiiksek performansi, karigimlari 6n isleme tabi tutmadan ayirma ve tayin edebilme giicii, hiz1 ve oldukga iyi duyarliliga
sahip olmasi gibi avantajlar1 sebebiyle bu antibiyotiklerin tayininde yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC) yontemi tercih
edilmektedir (Camara vd., 2013).

Misellar s1v1 kromatografisi (MSK), hareketli fazin kritik misel konsantrasyonunun iizerinde ylizey aktif madde igerdigi bir sivi
kromatografisi yontemidir (El-Shaheny, vd., 2015). MSK’de hareketli faza bir yiizey aktif madde ekleyerek hareketli fazin ve kolonun
polaritesini degistirmek ve boylece organik bir ¢oziicii kullanmadan kromatografik ayirimi gergeklestirmek miimkiindiir. Kullanilan
yiizey aktif maddenin konsantrasyonunun, kritik misel konsantrasyonu olarak adlandirilan ve her yilizey aktif madde igin farkli olan
belirli bir konsantrasyon degerinin iizerinde olmasi1 gerekmektedir (Berthod ve Garcia-Alvarez-Coque, 2000). Bir yiizey aktif maddenin
sulu ¢ozeltideki konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonunun {izerine ¢ikarildiginda; bu madde sulu ¢6zelti i¢inde miseller halinde
toplanmaya baslamaktadir. Cozelti, su ve misel yap1 olmak iizere iki kisimdan olugsmus gibidir. Kolon sabit faz1 bu sistemin iigiincii
unsurunu olusturmakta ve hareketli fazda bulunan analitler, su - miseller yap1 - kolon sabit faz1 olmak {izere Uiglii bir sistem iginde
dagilim gostermektedir. Boylece polar ve apolar karakterli pek ¢ok bilesenin kromatografik ayiriminin saglanabilecegi belirtilmektedir
(Ruiz-Angel vd., 2002). Yiizey aktif maddeler kolon polaritesini degistirerek iyonik ve iyonik olmayan analitlerin eszamanl analizini
de miimkiin kilmaktadir. HPLC ¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan yiizey aktif madde sodyum dodesil siilfattir (SDS). Uygun
maliyetli olmasi, diisiik basingli bilesiklere uygulanabilirligi, mobil fazda yilizey aktif madde kullanimi nedeniyle biyolojik olarak
parcalanabilir (yani ¢evre dostu) 6zelligi, biyolojik numunelerin dogrudan enjeksiyon kabiliyetine sahip olmasi gibi ¢ok sayida
avantajlarinin olmast MSK’nin kullanimini arttirmaktadir (Ramezani vd., 2018).

Bu calismada, metisilin, penisilin V, amoksasilin ve ampisilinin ayrimi1 ve Penisilin V’nin kantitatif analizi i¢in hizli, yiiksek
secicilik ve duyarlilikta MSK yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmas1 amaciyla dogrusallik, duyarlik,
segicilik, kesinlik, geri kazamim, tespit ve tayin sinirlar1 gibi validasyon parametreleri incelenmis ve istatiksel degerlendirmeler
yapilmustir. Gelistirilen ve valide edilen MSK y6ntemi penisilin V’nin ilag ve biyolojik sivi numunelerindeki kantitatif analizine
uygulanmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. 1-biitanol (%99,9), o-fosforik asit (%85), sodyum dodesil
stilfat (%85), urasil (=99) Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan; metisilin, penisilin V, amoksasilin, ampisilin Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir. Pen-Os 1000 film (Sandoz ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S.) ve Cliacil 1.2. Mega film
tabletleri (Bilim Ilag Sanayi ve Ticaret A.S.) yerel bir eczaneden satin almmustir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Penisilin grubu antibiyotiklerin sivi kromatografik davranislarinin incelenmesinde Shimadzu (Shimadzu Technologies, Kyoto,
Japan) marka yiliksek performans sivi kromatografi cihazi (HPLC) kullanilmisti. HPLC sisteminde, pompa (LC-10AD VP),
autosampler (SIL-20A), kolon firm1 (CTO-10AS), gaz giderme {initesi (DGU-20A) ve diode array dedektér (SPD-M20A)
bulunmaktadir. Mobil fazin pH &lgiimleri pH/iyon metre (Mettler Toledo S220, Schwerzenbach, Switzerland) ve Mettler Toledo InLab
416 Ag/AgCl kombine elektrot ile gergeklestirilmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda ultrasonik banyo (Elmasonic S15) kullanilmigtir

2.3. Kromatografik Kosullar

Secilen bilesiklerin kromatografik davraniglarinin incelenmesinde mobil faz olarak % 5(v/v) 1-biitanol-su ortaminda 0,05 M
sodyum dodesil siilfat igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu kullamlmustir. izokratik eliisyon X-Terra RP18 (250 mm x 4,6 mm L.D.,
5 um) kolununda gergeklestirilmistir. Calisma 1,3 mL/dk akig hizi, 20 pL enjeksiyon hacmi, 30 °C kolon sicakligr ve 200 nm dalga
boyunda yiiriitilmistiir.

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standartlarin (metisilin, penisilin V, amoksasilin, ampisilin) stok ¢ozeltileri 100 mg/L derisimde hazirlanmistir. Bu amagla her bir
standart 0,5 mg tartilip tizerine 5 mL 0,05 M SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) ¢ozeltisi ilave edilmis, 5 dk ultrasonik banyoda
bekletilmis ve 0,45 pum’lik filtreden siiziilmistiir. Enjeksiyon yapilacak derisimlerde mobil faz ile seyreltmeler yapilmistir. Caligan
bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 1’°de verilmistir.

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil ¢ozeltisi, derisimi 10 mg/L olacak sekilde 0,05 M
SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) ¢dzeltisinde hazirlanmistir. Urasilin hazirlanan bu ¢oézeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda
tutunmayan tiire 6zgii to alikonma zamani belirlenmistir.

2.4. Numunelerin Hazirlanmasi

Farmas6tik numunelerde miktar tayini yapabilmek amaciyla 10 tablet ezilmis ve 1 tablete esdeger miktardaki tablet tozu, 25 mL’lik
balon jojeye alinmistir. Uzerine ultra saf su eklenerek ultrasonik banyoda 15 dakika ¢dziinmesi icin bekletilmistir ve hazirlanan ¢ozelti
0,45 um’lik fitreden siiziilmiistiir. Penisilin V’nin kalibrasyon araligindaki derisimde olacak sekilde bu siiziintiiden mobil faz ile
seyreltme yapilmistir. Her iki tablet numunesine (Pen-Os 1000 film tablet ve Cliacil tablet) ayni iglem uygulanmustir.

Idrar numunesi Penisilin V igeren ilac1 kullanmayan saglikli bireylerden alinmustir. Belirli miktar idrar 2000 devir/dakika hizla 15
dakika santrifiijlenerek proteinlerin ¢okmesi saglanmis ve slipernatant kisim aliarak 0,45 pum’lik filtreden gegirilmistir. Analizlerde
1:50 oraninda idrar igeren ¢ozeltiler hazirlanmustir. Penisilin V standart ¢ozeltisinden 7,5 mg/L olacak sekilde idrar numunesine katki
yapilmistir.

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

Penisilin grubu antibiyotiklerden olan; metisilin, penisilin V, amoksasilin ve ampisilinin ayrimi ve farmasotik ve insan idrar
numunelerinde Penisilin V’nin kantitatif analizi X-Terra RP18 (250 mm x 4,6 mm L.D., 5 pum) kolunu ve % 5(v/v) 1-biitanol-su
ortaminda 0,05 M SDS iceren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Belirlenen kosullar i¢in veriler, sistem
uygunluk testleri bakimindan degerlendirilmistir. Sistem Uygunluk Testleri (SUT), Food Drug Administration (FDA) ve United States
Pharmacopeia (USP) tarafindan 6nerilen s1vi kromatografisi ve diger ayirma tekniklerinde yontem gelistirmenin bir parcasini olusturan
testlerdir. Belirli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerin sisteme enjeksiyonundan sonra cihazdan alinan verilerin kromatografik
parametreleri hesaplanmistir (Tablo 1). Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgii to alikonma
zamaninin belirlenmesi igin urasil kullanilmstir ve to degeri 2,714 dakikadir. Sistem uygunluk testlerinin gerceklestirildigi kosula ait
kromatogram Sekil 2’ de verilmistir.

Tablo 1’de goriildiigi gibi kapasite faktoriiniin (k) 1-10 arasinda, segicilik katsayisi (o) degerinin 1,15’in lizerinde ve ayirma giicii
(Rs) degerinin 1,5’in lizerinde olmas1 yontemin sistem uygunluk parametreleri agisindan uygunlugunu gostermektedir.
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Sekil 2. Standart karisim (her biri 15 mg/L) kromatogrami: 1) metisilin, 2) penisilin V, 3) amoksasilin 4) ampisilin (%5(v/v) 1-
biitanol-su ortaminda 0,05 M SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu, akis hiz1 1,3 mL/dk, 30°C)

Tablo 1. Sistem uygunluk parametreleri

Parametreler Onerilen Deger Metisilin  Penisilin V. Amoksasilin  Ampisilin
Alhikonma zamani (dk) 6,040 7,908 9,215 15,471
Kapasite faktorii (k) 1-10 1,225 1,913 2,395 4,700
Secicilik (a) >1,15 - 1,561 1,251 2,305
Kuyruklanma faktérii (TF) <2 1,025 1,057 0,974 1,029
Tabaka sayisi (N) > 2000 5680 4870 5166 6119
Ayirma giicii (Rs) >1,5 - 6,919 2,533 9,121
% RSD (Allkonma zamani) <1 0,066 0,184 0,186 0,141

Penisilin V’nin analizi enjeksiyon hacminden gelen hatalar1 ortadan kaldirmak i¢ standart teknigi kullanilarak yapilmistir.
Kalibrasyon fonksiyonu hazirlanirken i¢ standardin derisimi sabit tutulmaktadir. Kalibrasyon fonksiyonu y ekseninde analitin alaninin
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i¢c standardin alanina orant; x ekseninde analitin derisimi ile olusturulur. Penisilin V’nin kantitatif tayini i¢in segicilik ve ayirma giicti
g0z Oniine alinarak i¢ standart (I.S) olarak penisilin grubundan ampisilin secilmistir. Sekil 3’de Penisilin V ve ampisilinin (I.S) standart
karisim kromatogrami verilmistir.

mAL 50 : :
1 : : 1 : : 3
ri 1 EETETPEREEPEEEPPPEPEEEPEEEEEEEEE | SR emrmmmaan R TR TP  EELLLED
] i /\zi
0 T 1 '
T T T T T S T i TS I
0.0 2.5 5.0 7.5 10,0 12.5 15.0 17.5
min

Sekil 3. Standart karisim kromatogrami; 1) penisilin V (17 mg/L) 2) ampisilin (I.S) (10 mg/L) (%5(v/v) 1-biitanol-su ortaminda 0,05
M SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu, akis hiz1 1,3 mL/dk, 30°C)

Penisilin V’nin MSK ydntemiyle kalibrasyon fonksiyonunun dogrusal araligininin belirlenmesinde 2 mg/L ile 20 mg/L arasinda
farkli derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Ampisilin (I.S) 10 mg/mL sabit derisimde enjekte edilmistir. Kalibrasyon fonksiyonu, her
bir derisim degeri i¢in penisilin V pik alaninin ampisilin pik alanina oraniin, penisilin V derigimine karsi isaretlenmesiyle elde
edilmistir (Sekil 4). Penisilin V i¢in 2 mg/L ile 20 mg/L konsantrasyon araliginda bes noktali kalibrasyon egrisi olugturulmustur.
Penisilin V analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu, teshis sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri Tablo 2’de verilmistir.
Elde edilen dogrusal kalibrasyon fonksiyonun korelasyon katsayisinin 1’e ¢ok yakin oldugu gézlenmistir. Bu kalibrasyon egrisinden 2
farkli konsantrasyon se¢ilip (5 mg/L ve 10 mg/L) giin i¢i ve glinler arasi iicer enjeksiyon yapilmis ve yontemin kesinligi belirlenmistir
(Tablo 3).
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Sekil 4. Penisilin V’nin analizine ait dogrusal grafik
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Tablo 2. Penisilin V'nin analizine ait dogrusal kalibrasyon fonksiyon verileri (n=>5)

Penisilin V

Kalibrasyon arahgi (mg/L) 2-20
Regresyon denklemi y=0,09683x+0,00583
Egimin standart hatasi 0,00053
Kesimin standart hatasi 0,00658
Korelasyon katsayisi (r) 0,9998
LOD (mg/L) 0,203
LOQ (mg/L) 0,679

Tablo 3. Penisilin V'nin analiz yontemine ait giin i¢i ve giinler arast kesinlik analiz bulgular

Giin ici Giinler arasi

Bilesik Teorik derisim  Ortalama derisim RSD Ortalama derisim RSD

(mg/L) (mg/L) £ SD % (mg/L) £ SD %
Penisilin V 5 5,03+0,02 0,48 4,75+0,06 1,38
10 10,05+0,04 0,37 10,12+0,08 0,82

Penisilin V tayini i¢in gelistirilen yontem piyasa ila¢ preparatlarina (Pen-Os ve Cliacil) uygulanmigtir. Hazirlanan tablet
¢ozeltilerinden penisilin V derisim kalibrasyonuna uygun sekilde seyreltme yapilmistir ve 10 mg/L derisimde i¢ standart ile
katkilandirilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda okunan pik alan degerleri, ilgili kalibrasyon denkleminde degerlendirilerek tabletlerin
icerdigi penisilin V miktarlar1 hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda tabletlerde bulunan penisilin V miktar1 Tablo 4’de verilmistir.
Pen-Os ve Cliacil tabletlerde analit miktarinin belirlendigi kosula ait kromatogramlar Sekil 5°de verilmistir.
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Sekil 5. Pen-Os ve Cliacil tabletlerin analiz yontemine ait 200 nm’de alinan kromatogramlari; 1) penisilin V (7,5 mg/L) 2) ampisilin
(I.S) (10 mg/L) (%5(v/v) 1-biitanol-su ortaminda 0,05 M SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu, akis hiz1 1,3 mL/dk, 30°C)

e-ISSN: 2148-2683 708



European Journal of Science and Technology

Tablo 4. Penisilin V iceren Pen-Os ve Cliacil tabletlerinin analizine ait bulgular

Numune Teorik derisim Ortalama derisim  RSD

(mg/L) (mg/L) = SD %

Pen-Os 1000 tablet (mg/L) 7,50 6,04+0,06 1,01
Cliacil tablet (mg/L) 7,50 5,94+0,14 2,49

Geligtirilen yontem idrar numunesine de uygulanmustir. Saglikli bir insanda disaridan viicuda alinmadik¢a Penisilin V
bulunmamaktadir. Kromatogramin basindaki proteinlerden kaynaklanan piklerin ve endojen bilesiklerin ¢esitli alikonma zamanlarinda
gozlenen piklerin siddetinin azaltilmasi amaciyla idrar numunesi enjeksiyondan 6nce mobil faz ile 1:50 oraninda seyreltilmistir.
Penisilin V katkilandirilmig idrar numunesinde kalibrasyon grafigi olusturulmus ve lineer aralik 2-20 mg/L olarak belirlenmistir. Dogru
denklemi y=0,12505x-0,02176 ve korelasyon katsayisi 0,9990 olarak elde edilmistir. Penisilin V standart ¢ozeltisinden idrar
numunesine 7,5 mg/L olacak sekilde katki yapilmistir. Idrar ve katkilandirilmis idrar numunesinin analizi sonucu elde edilmis
kromatogramlar Sekil 6’da verilmistir. Analiz sonucunda okunan pik alan degerlerinin orani ilgili kalibrasyon denkleminde yerine
konularak idrar numunesinin igerdigi penisilin V miktar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan analiz sonucu Tablo 5°de
verilmistir. Penisilin V katkilanmis idrar numunesinde geri kazanim degeri %100°e yakin bulunmustur.

T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
min

mAu 4
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200
100 | R T

2

T T
0.0 z.5 5.0 T.3 10.0 12.5 15.0 7.5
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Sekil 6. a) Idrar numunesi b) Penisilin V (7,5 mg/L) katkilanmis idrar numunesi kromatogramlari; 1) penisilin V 2) ampisilin (I.S)
(%5(v/v) 1-biitanol-su ortaminda 0,05 M SDS igeren 0,01 M fosfat (pH 3,5) tamponu, akis hiz1 1,3 mL/dk, 30°C)

Tablo 5. Penisilin V katkist yapilan idrar numunesi analizine ait bulgular

Numune Teorik derisim Ortalama derisim RSD  Geri Kazamim
(mg/L) (mg/L) = SD % %
Idrar 7,50 7,51+0,05 0,65 100,13
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4. Sonuc¢

Bu calismada penisilin grubundan 4 bilesigin (metisilin, penisilin V, amoksasilin ve ampisilin) ayrimi1 ve Penisilin V’nin kantitatif
tayini icin basit, kesin, dogru ve tekrarlanabilir MSK yontemi gelistirilmistir. Belirlenen kosul icin veriler, sistem uygunluk testleri
bakimindan degerlendirilmistir. Kantitatif tayin icin gerekli olan; secicilik katsay1 degerinin 1,15’den ve ayirma giicii degerinin 1,5’den
biiylik oldugu belirlenmistir. Gelistirilen yontemin elde edilen parametreler 1518inda uygulanabilir oldugu bulunmugstur. Yontemin
gegerliliginin  kanitlanmasi amaciyla lineer aralik, duyarlik, kesinlik, geri kazanim parametreleri incelenmis ve istatiksel
degerlendirmeler yapilmistir. Penisilin V icin kalibrasyon grafigi 2 mg/L ile 20 mg/L arasinda dogrusaldir ve korelasyon katsayist (1)
ise 0,9998 olarak belirlenmistir. LOD 0,203 mg/L; LOQ ise 0,679 mg/L olarak hesaplanmistir. Bilesiklerin tayini i¢in kesinlik
¢aligmalart 5 mg/L ve 10 mg/L derigimlerinde gergeklestirilmistir. Giin-i¢i ve gilinler-arasi kesinlik degerlerinin % RSD’si 5 mg/L i¢in
sirastyla 0,48 ve 1,38’dir. 10 mg/L i¢in giinler i¢i ve giinler arast % RSD degerleri ise sirasiyla 0,37 ve 0,82 olarak hesaplanmistir. Bu
veriler 1g18inda penisilin V’nin farmasétik ve insan idrar numunelerindeki kantitatif tayini, i¢ standart yontemiyle gerceklestirilmistir.
Gelistirilen yontemde numuneler herhangi bir 6n-islem adimi olmaksizin dogrudan enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu yontemin
ila¢ ve biyolojik uygulamalarda penisilin V’nin rutin analizi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
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