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Oz

Diferansiyel puls voltametrisi ile ilag analizleri ila¢ endiistrisinde, klinik analizlerde ve biyosensdr tasariminda kullanimi giderek artan
oldukga yararli bir tekniktir. Bu teknik diger analitik yontemlere alternatif ve tamamlayicidir. Basit, hizli, duyarli ve secici olmast, uzun
ve zaman alic1 ayirma basamaklarina ihtiyag duymamasi gibi nedenlerden dolay: da diger analitik tekniklerden ayrilmaktadir. Bu
calismada antibiyotik tedavisinde kullanilan ampisilin ve penisilin V bilesiklerinin kalem ucu grafit elektrot yilizeyindeki
elektrokimyasal davranislari diferansiyel puls voltametri yontemiyle incelenmistir. Bilesiklerin elektrokimyasal davraniglart iizerine
destek elektrolit ve pH’nin etkileri belirlenmistir. Ampisilin ve penisilin V igin kalibrasyon grafikleri sirasiyla 2,0.10-- 2,0.10* M ve
5,0.10*- 1,0.102 M derisim araliginda lineerdir ve dedeksiyon limitleri (LOD) 4,05.10”7 ve 3,07.10-> M olarak bulunmustur. Gelistirilen
yontem ilag etken maddelerin farmasétik dozaj formlarindan miktar tayinlerine uygulanmis ve yontemin geri kazanim degerlerinin %
100’e yakin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ampisilin, Penisilin V, Ilag analizi, Kalem ucu grafit elektrot, Diferansiyel puls voltametri.

Voltammetric Determinations of Some Penicillins in Pharmaceutical
Dosage Forms

Abstract

Drug analysis by differential pulse voltammetry is quite a useful technique which is increasingly used in pharmaceutical industry,
clinical analysis and design of biosensor. It is an alternative or complimentary to other analytical methods. This technique is also
separated from other analytical techniques due to it’s simple, rapid, sensitive, selective and without the need for long and time-
consuming separation steps. In this study, electrochemical behaviors of ampicillin and penicillin V used in treatment of antibiotic were
investigated on pencil graphite electrode by differential pulse voltammetry method. Effects on electrochemical behavior of supporting
electrolyte and pH were determined. The calibration graphs were linear in the ranges of 2.0.103 — 2.0.10* M ve 5.0.10% - 1.0.102 M
and detection limits (LOD) were found as 4.05.10”7 ve 3.07.10”° M, for ampicillin and penicillin V, respectively. The developed method
was applied to the quantification of pharmaceutical active compounds from pharmaceutical dosage forms and recovery values of the
method were determined which is quite close to 100 %.
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1. Giris

Antibiyotikler, tiim tip tarihinde mucize ilaglar olarak kabul edilebilecek nadir ilaglarin baginda gelmektedirler. Bu 6zellikleri nedeni
ile antibiyotikler, tiim diinyada en yaygin kullanilan ilaglarin arasinda yer almaktadir [Akalin,1994]. Antibiyotikler, bakteri veya
mantarlar tarafindan sentezlenen, diger mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen ve sonugcta onlarin 6liimiine yol agan maddelerdir.
Bugiine kadar yiizlerce antibiyotik tanimlanmis olup bunlarin énemli bir boliimii gelistirilerek enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [ Yanmaz, 2010]. Beta-laktam (B-laktam) antibiyotikler, gerek hastane i¢inde gerekse hastane disinda en sik kullanilan
antibiyotik tiirevlerinin basinda gelmektedir [Gokahmetoglu, 1997]. B-laktam grubu antibiyotiklerden en c¢ok bilinen grup olan
penisilinler, bakteri ve mantar enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in veterinerlik ve tibbi ilag uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar
[Svore vd., 2012a].

Ampisilin yar1 sentetik bir penisilindir (Sekil 1). Ampisilin, penisilin notatum ve penisilin chrysogenum’un ¢esitli suslar
kullanilarak biyosentetik siire¢ ile hazirlanan benzilpenisilin veya penislin G’den {iretilmektedir. Ampisilin dogada asidiktir ve
bakteriyel hiicre duvarinin protein sentezinin inhibesinde rol oynar [Khan vd., 2015]. Penisilin V ve onun potasyum tuzu, kii¢iik
spektrumlu B-laktam antibiyotikler grubuna aittir (Sekil 1). Penisilin V, hiicre duvari mukopeptidinin biyosentez inhibisyonu boyunca
rol oynar [Medvedovici vd., 2002].
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Sekil 1. Calisilan bilesiklerin kimyasal yapilari

flag analizlerinde kromatografik ve spektrometrik yontemlere alternatif yontem olarak nitelendirilen modern voltametri, bu
yontemlerle yarigmali olmaktan ¢ok onlari tamamlayici niteliktedir. Pek ¢ok ila¢ etken maddesi ve viicutta bulunan fizyolojik aktif
maddeler voltametrik ve polarografik yontemlere cevap vermektedir. Bu yontemlerin eczacilik alaninda ve klinik ¢aligmalarda yaygin
olarak kullanilmasinin nedeni diisiik derigimlerde farmasétik analizlerin yapilabilmesi, numunelerin kolayca ve ¢ok kisa bir siirede
hazirlanabilmesi, analiz siiresinin kisa olmasi, ortamda bulunan katki maddelerinin veya safsizliklarin analiz sonucunu etkilememesidir.
Tablet, kapsiil, siispansiyon, surup vb. ila¢ formiilasyonlarinin ¢dziinmeyen kisimlarinin veya katki maddelerinin elektroaktiviteleri
bulunmadig i¢in herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan analizleri yapilabilmektedir [Altindz Erdogan, 2011; Percin Ozkorucuklu
vd., 2008; Ozcan vd., 2008; Giirler vd., 2008]. Voltametrik yéntemler arasinda diferansiyel puls voltametrisi giiniimiizde ilag endiistrisi,
klinik analizleri, ¢evre analizleri ve biyosensor tasarimlart da dahil olmak {izere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir [Lima vd., 2014;
Aydogdu vd., 2014; Das vd., 2014].

Bu calismada, penisilin grubu bilesiklerinden ampisilin ve penisilin V’nin elektrokimyasal davraniglari, kalem grafit elektrot
ylzeyinde diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemiyle incelenmistir. Farkli tampon ve pH degerlerinde elde edilen sonuglar
degerlendirilerek her bir bilesik i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Bu etken maddelerin farmasotik 6rneklerdeki tayinleri belirlenen
optimum kosullarda ger¢eklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik veya HPLC safliktadirlar. Deneylerin tamaminda direnci 18 MQ cm olan
deiyonize su kullanilmistir. Elektrokimyasal 6lgtimler GPES 4.9 yazilim programli, Autolab Potansiyostat/ Galvanostat PGSTAT-302N
cihazi kullanilarak {i¢ elektrot sistemli elektrokimyasal hiicrede gergeklestirilmistir. Karsit elektrot olarak platin tel, referans elektrot
olarak sulu Ag/AgCl ve ¢aligma elektrodu olarak da karbon bazli kursun kalem ucu (0,7 mm ¢apli, 2B) kullanilmigtir. Tampon
¢ozeltilerin pH 6l¢timleri Mettler Toledo S220 Seven Compact pH/iyon metre ve Mettler Toledo InLab 416 Ag/AgCl kombine elektrot
kullanilarak yapilmigtir. Cozeltilerin hazirlanmasinda ve elektrotlarin temizlenmesinde ultrasonik banyo (Elmasonic S15) kullanilmustir.
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2.1 Kullanilan Cozeltiler

Penisilin grubu bilesiklerin pik gerilimleri ve akimlari {izerine pH’nin etkisi, 0,2 M asetat (pH 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6), 0,2 M fosfat
(pH 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8) ve genis pH araliginda ¢aligma imkani saglayan 0,04 M britton-robinson tampon (pH 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11)
¢ozeltilerinde incelenmistir. Ampisilin ve penisilin V’nin 0,1 M stok ¢dzeltileri olarak hazirlanmis ve +4 °C’de saklanmistir. Ampisilin
tayini i¢in Ampisina (Mustafa Nevzat) isimli ilag drneginden 4 tablet alinip tartildiktan sonra havanda ezilerek toz haline getirilmis ve
manyetik karistiricida pH’s1 5,0 olan 0,2 M asetat tamponunda ¢oziilerek hacim 20 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra siiziilerek
stiziintii +4 °C’da saklanmistir. Hazirlanan ampisilin ¢dzeltisinin derisimi yaklagik 20 mM’dir. Penisilin V’nin tayininde kullanilan PEN-
OS 1000 (Sandoz) ila¢ orneginden 4 tablet alinmis, havanda ezilerek toz haline getirilmis ve pH’s1 6,0 olan Britton-Robinson
tamponunda ¢oziilerek hacmi 25 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti sliziilerek +4 °C’de saklanmistir. Penisilin V’nin ¢dzeltisinin
derigimi yaklasik olarak 25 mM’dur.

2.2 Penisilinlerin Elektrokimyasal Davramslar1 Uzerine pH Etkisinin Incelenmesi

Calisilan penisilin grubu antibiyotiklerin elektrokimyasal davranislari, farkli pH degerlerinde hazirlanan asetat, fosfat ve britton-
robinson tampon ¢ozeltilerinde kalem ucu grafit elektrot kullanilarak diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi ile belirlenmistir.
Penisilin ¢ozeltileri ilave edilmeden once kalem ucu grafit elektrodu ile tiim tampon ¢ozeltilerinde diferansiyel puls voltamogramlari
5’er kez alinarak bos ¢ozelti davraniglar1 belirlenmis ve sonrasinda ¢alisilan tampon ortamlarinda hazirlanan ampisilin ve penisilin V
stok ¢ozeltilerinden elektrokimyasal hiicreye eklenerek DP voltamogramlart kaydedilmistir. Voltamogramlar karsilastirilarak bilesiklere
ait pikler belirlenmistir. Tim diferansiyel puls ol¢timleri 0,0 V ile +2,0 V gerilim aralifinda 5’er kez alinmig ve elde edilen
voltamogramlardan ortalama pik akimlar1 ve gerilimleri belirlenmistir. Bilesiklere ait pik akim ve gerilimlerinin Britton-Robinson,
asetat ve fosfat tamponlarindaki degisimleri incelenmistir.

2.3 Farmasotik Numunelerde Ampisilin ve Penisilin V’nin Elektrokimyasal Tayini

Ampisilin ve penisilin V’nin elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi sonucunda bilesiklere ait yiikseltgenme pik akimlarimin
maksimum oldugu ¢ozeltiler belirlenmistir. Bu ¢ozeltide kalem ucu grafit elektrodu kullanilarak ampisilin i¢in 0,02—0,20 mM, penisilin
V i¢in 0,5-10 mM derisim araliginda DPV yontemi ile dl¢iilen yiikseltgenme pik akimlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon grafikleri elde
edilmistir. Daha sonra kalibrasyon dogrusu araliginda bulunan derisimlerde seyreltilmis ilag drnekleri, tampon ¢ozelti icerisine ilave
edilmis ve farmasotik numunedeki ampisilin ve penisilin V, kalem ucu grafit elektrot kullanilarak DPV yontemi ile tayin edilmistir.

3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

Kalem ucu grafit elektrot ile ¢alisilan tampon ¢ozelti icerisine ¢aligilan bilesigin ilave edilmeden 6nce (a) ve ilave edildikten sonra
(b) alinan diferansiyel puls voltamogramlari karsilagtirilarak bilesiklerin yiikseltgenme gerilimi belirlenmistir. Ampisilin igin
yiikseltgenme gerilimi yaklasik +0,90 V (Sekil 2a), penisilin V igin yaklasik +1,70 V (Sekil 2b) olarak bulunmustur.
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Sekil 2. a) Ampisilin bulunmayan ve 0,2 mM ampisilin iceren b) Penisilin V bulunmayan ve 5,0 mM penisilin V igeren ¢ozeltide
alman DP voltamogramlarinin karsilagtirilmasi

Bilesiklerin elektrokimyasal davranisi tizerine pH’ nin etkisi farkli pH araliklarinda hazirlanan asetat, fosfat ve britton-robinson
tampon ¢ozeltilerinde incelenmistir. En yliksek akim degeri ampisilin i¢in pH 5,0 asetat tamponunda (Sekil 3a), penisilin V i¢in pH 8,0
Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinde (Sekil 3b) elde edilmistir.
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Sekil 3. a) 0,2 mM ampisilinin asetat tamponunda pH-akim grafigi b)1,0 mM penisilin V’nin Britton-Robinson tamponunda pH-akim
grafigi

Penisilin V i¢in en yiiksek yiikseltgenme akim degeri, pH 8,0 Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinde gézlenmesine ragmen pH 6,0
Britton-Robinson tamponunda elde edilen voltamogramlarda daha keskin pikler ve tekrarlanabilir akim degerleri elde edilmesinden
dolay1 penisilin V’nin farmasotik numunedeki analizi bu ortamda gerceklestirilmistir.

Ampisilin analizi i¢in pH 5,0 asetat tamponunda 0,02 mM ile 0,20 mM araligindaki yedi farkli ampisilin derisimlerine kars1 elde
edilen pik akimlar1 grafige gecirildiginde; bu grafigin lineer oldugu (R?=0,9998) goriilmiistiir (Sekil 4a). Elde edilen dogrusal
kalibrasyon fonksiyonun korelasyon katsayisinin 1°e¢ ¢ok yakin oldugu goézlenmistir. Penisilin V’nin kalibrasyon fonksiyonunun
dogrusal araligininin belirlenmesinde 0,5 mM ile 10,0 mM arasinda pH 6,0 Britton-Robinson tamponunda farkli derisimlerde ¢ozeltiler
hazirlanmisgtir. Penisilin V i¢in bu konsantrasyonlar araliginda alt1 noktali kalibrasyon egrisi olugturulmustur. Penisilin V derisimlerine
kars1 pik akim degerleri grafige gegirildiginde lineer bir dogru (R?=0,9996) elde edilmistir (Sekil 4b).
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Sekil 4. DPV ile a) ampisilin (pH 5,0 asetat tamponu 0,02-0,20 mM derigim aralig1) ve b) penisilin V’ye (pH 6,0 Britton-Robinson
tamponu 0,5-10,0 mM derisim araligy) ait yiikseltgenme akimlari
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Belirlenen optimum ortamlardaki ampisilin ve penisilin V derisimi ve akim cevaplar1 arasindaki dogrusal iliskiden gozlenebilme
(LOD) ve kantitatif tayin (LOQ) sinirlar1 hesaplanmis (S/N=3) ve Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Ampisilin ve penisilin V i¢cin LOD ve LOQ degerleri

Bilesik LOD LOQ
Ampisilin 4,05.10"M 1,35.10°M
Penisilin V 3,07.105M 1,02.104 M

Ampisilin ve penisilin V igin yapilan galigmalar incelendiginde tayin limitlerinin penisilin V igin 1,5.10 M ile 5.10®* M araliginda,
ampisilin i¢in ise 1,66.103 M civarinda bulundugu goriilmiistiir [Svorc vd., 2012a; Bergamini vd., 2006; Chen vd., 2010; Svorc vd.,
2012b]. Caligmalarimizda bu bilesikler i¢in elde edilen tayin limitleri literatiir verilerine yakin degerlerde oldugu belirlenmistir [Sart,
2013].

Ampisina isimli farmas6tik numunedeki ampisilin ve PEN-OS 1000 isimli farmasdtik numunedeki penisilin V’nin tayini kalem ucu
grafit elektrot kullanarak diferansiyel puls voltametri yontemi ile gergeklestirilmistir. Numune analizi, en yiiksek yiikseltgenme akiminin
elde edildigi; ampisilin i¢in pH 5,0 asetat tamponunda, penisilin V i¢in pH 6,0 Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinde yapilmistir.
Tabletlerin ¢oziilmesi ile hazirlanan ¢ozeltiler, kalibrasyon dogrusu araligina giren ampisilin (Sekil 5a) ve penisilin V (Sekil 5b)
derigsimlerine seyreltilmistir.
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Sekil 5. a) Ampisina farmasé6tik numunenin 0,13 mM ve 0,15 mM ampisilin derigimleri b) PEN-OS 1000 farmasétik numunenin 8,0
mM ve 10,0 mM penisilin V derigimleri i¢in alinan DP voltamogramlari

Ampisilin ve penisilin V igeren ilag tabletlerinde yapilan analizlerde elde edilen geri kazanim ve bagil standart sapma (BSS)
degerleri Tablo 2°de verilmistir. Elektrokimyasal ve kromatografik yontemlerle penisilin V ve ampisilin igeren ilaglarin analizlerinin
gerceklestirildigi calismalarda geri kazanim degerleri her iki bilesik igin % 85-102 araligindadir [Svorc vd., 2012a; Benito-Pena vd.,
2009]. Yaptigimiz caligmada ampisilin ve penisilin V i¢in geri kazanim degerleri sirasiyla % 91,6 ve % 101,5 olarak bulunmustur ve bu
sonugclar literatiirler ile uyumludur.

Tablo 2. Calisilan farmaso6tik numunelerin analiz sonuglari

Numune Tablet Derisimi Tayin Ed ilen % BSS Geri Kazanim
Derisim
Ampisina 5.10°M 4,58.10° M 0,79 % 91,6
PEN-OS 1000 6.10° M 6,09.10° M 0,83 % 101,5

4. Sonuc¢

Yapilan literatiir taramasinda penisilin grubu bilesiklerin elektrokimyasal davranislarinin incelendigi ve voltametrik tayinlerin
yapildig1 az sayida ¢alismaya rastlanmigtir. Bu caligmalarda[N,N'-etilenbis(salisilidenaminato)]oksovanadyum(I'V), [VO(Salen)] ile
modifiye edilmis karbon pasta elektrot, yiizeyinde multi-duvarli karbon nanotiip ile hematein ve B-laktamazin ko-immobilizasyonunu
iceren camsi karbon elektrot, modifiyesiz bor katkili elmas elektrotlar kullanilmistir [Svorc vd., 2012a; Altinéz Erdogan, 2011; Per¢in
Ozkorucuklu vd., 2008; Ozcan vd., 2008]. Bu elektrotlarin maliyeti yiiksek ve hazirlanmasi zaman alicidir. Bu galismada ¢aligma
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elektrotu olarak yiiksek elektrokimyasal reaktivitesi, mekanik dayanikliligi, diisiikk maliyet ve teknoloji gerektirmesi, minyatiilestirme
ve yenilenmesinin kolaylig1 nedeniyle pek ¢cok analitik uygulamada tercih edilen kalem grafit elektrot kullanilmistir. Bu elektrodun aktif
ylizey alani fazladir ve diisiik derisimlerdeki analitlerin tayininde avantaj saglamaktadir.

Bu calismada ampisilin ve penisilin V’nin elektrokimyasal davranislar1 farkli destek elektrolit ve farkli pH’larda hazirlanan
¢ozeltilerde kalem ucu grafit elektrot kullanilarak diferansiyel puls yontemi ile incelenmistir. Ampisilin ve penisilin V’nin standart ve
farmasdtik 6rneklerde tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar ampisilin ve penisilin V tayininde kromatografik ve optik yontemlere
alternatif bir yontem olarak kalem grafit elektrodun kullanildig: hizli, kolay, duyarli ve herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan
diferansiyel puls voltametri yonteminin kullanilabilecegini gostermistir [Sart, 2013]. Kullanilan yontem basit ve malzemelerin maliyeti
diisiiktiir. Bu yoniiyle ticari agidan dnemli bir etken olan diisiik maliyetli tayinlerin yapilmasini miimkiin kilmaktadir.
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