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OZET:

SUMMARY:

has been described.

Bu caligmada, ampisilin Na polimerlerinin A-Bondapak Cyg kolonu ve % 13 fosfat tam-
Pponu igeren asetoniiril mobil fazi ile ayrilabilecefi gosterilmigtir.

DETERMINATION OF AMPICILLIN SODIUM POLYMERS BY HPLC

In this study, seperation of the polymerization products of ampicillin Na by using
#4-Bondapak C1g colwmn and phosphate buffer containing 13 % acetonitril as mobil phase

GIRIS:

Ampisilin, aside dayanikli, kolay-
likla absorbe olan semisentetik bir peni-
silindir. Penisillinaz ile inaktive olur fa-
kat penisilinden dzha genis spektrumlu-
dur, Oral olarak, kapsill ile siispansiyon
geklinde ve Na * tuzu halinde de paren-
teral yoldan ¢ok kullanilan bu genig
spektrumlu antibiyotigin allerjik reaksi-
yonlara neden olmas: gibi istenmeyen
yan etkisi de vardir.

Bircok aragtirici ampisilin sodyu-
mun sulu ¢dzeltilerinde, bu ¢ézeltilerin
oda 1sisinda birkag giin bekletilmesiyle
yliksek molekil agirliklc maddelerin
olugtufunu gostermiglerdir. Igte bu
maddelere, de AMPISILIN POLI-
MERLERI ad1 verilmistir(1-5).

Ampisilinin polimerizasyon {iriin-
lerinin kuvvetli antijenik ézelliklere sa-

hip oldugu yapilan hayvan deneyleriy-
le saptanmigtir. Bu da ampisilinin al-
lerjik reaksiyonlarm biraz olsun aydmn-
latmigtir, Yine ““polimersiz ampisilin’’
in kullanilmasiyla ampisilin preparatla-
rma karg olugan reaksiyonlarda azalma
oldugu gosterilmigtir. Ayrica bu poli-
merler antibodi tegekkiiliine veya lenfo-
sitlerin hassaslagmasina neden olahil-
mektedirler.

Ampisilin polimerlerinin bu immii-
nolojik etkilerinden dolayi, bu polimer-
lerin kullanilan ampisilin preparatlarin-
da en diigiik seviyede tutulmas: ve kont-
rol edilmesi gerekmektedir. Bu polimer-
lerin (dimer-oktamer) ayrilabilmesi ve
kantitatif olarak saptanabilmesi icin de
YBSK sinden yararlanilmaktadir(1).

Ampisilin Na preparatlarinda yap1
yoniinden 2 tip polimere rastlanmigtir

(Sekil 1) (1,2,5):

(*) Ankara Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali, ANKARA
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Sekil 1. Ampisilin Na polimerlerinin
yapisi.

A- Son iinitedeki ampisilin mole-
kiiliinin A -laktarn halkasi par¢alanina-
mis olan polimerler.

B-A -laktam halkas1 a¢lmis olan
polimerik maddeler.

Her iki durumda da polimerler, bir
ampisilin molekiiliiniin B -laktam hal-

kasindaki karbonil grubunun ikinci bir

ampisilin molekiiliiniin yan zincirindeki
amino grubu arasmdaki reaksiyon so-
nucu olugmaktadir.

Polimerik maddeler molekil agir-
hidarmmdaki farkliliktan baska bir de bel-
li pH degerlerindeki yiikleriyle de farkh-
Iik gosterirler. Hepside serbest olarak
bir molekiill primer amino grubu tagr.
Polimerizasyona orantili olarak karbok-
sil gruplar: da artar. Asit gruplarmin
iyonize olmasiyla ve yan zincirin uza-
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masiyla negatif yiikte de bir artma ola-
caktir. Bu da dimer ve polimerlerin
anyon degistirici kromatografisi ile frak-
siyonlanabileceggi fikrini geligtirmigtir.
Bu teknikte, polimerler Sephadex A-25
kolonundan NaCl ile ayirmak mimkiin
olmustur(5).

Son zamanlarda ise ampisilin Na
ayirimi igin YBSK uygulanmaktadir.

MATERYAL ve YONTEM:

1. Piyasada kullanilmak fizere ha-
zirlanmig liyofilize ampisilin  Na’'dan
pH 8.5 da hazirlanan numune ¢ozeltisi
tamponlanmiy asetonitril ¢bzeltisi ile
isokratik sistemle YBSK de incelenmig-
tir.

2. Yiksek basmng sivi kromatogra-
fisinde Waters Associated Inc. pompa
Model 6000 A, UV detektér Model 440
kullanidmgtir.

BULGULAR:

Ampisilin Na'dan hazirlanan % 10
luk sulu ¢ozelti 30 dakika icerisinde ko-
lona enjekte edildiginde tek bir pik elde .
edildigi (Krom 1) halde ¢dzeltinin bek-
letilmesiyle bu pikte zamana bagh ola-
rak bir diigiig géralmiigtiir.

Hazirlanan sulu ¢ozelti pH 8.5 da
oda 1sisinda 3 giin bekletildikten sonra
kolona wverildiginde ise polimerlerin
olustufu goézlenmigtir (Krom 2).

Polimerlerin ayirimi igin en uygun
mobil fazin da % 13 fosfat tamponlu
asetonitril olduu saptanmigtir,

DENEYSEL KISIM:
1. Numune ¢ozeltisi:

1.1. Liyofilize ampisilin Na’dan
hazirlanan % 10 luk sulu g¢bzeltiden 2.5
1 enjekte edilmigtir.

1.2. Hazirrlanan bu sulu gézeltiye
2M HC( ilave edilerek pH 8.5’a ayar-
land1 ve oda 1sisinda 3 giin bekletildik-
ten sonra 2.5 y/1 uygulandi(1,5).

2. Elasyon gozeltisi:
Degisik oranlarda 0.01 M fosfat



tampon g¢ozeltisi katidmg asetonitril kul-
lanilmasgtir,

2.1. 0.01 Fosfat tampon ¢ozeltisi
{(pH 7): USP XVII gore hazirlanmig ve
50 ml 0.01 M monobazik potasyum fos-
fat, 29.1 ml Q.01 M NaOH c¢ozeltisi ile
kanistirildiktan sonra su ile 200 ml ye ta-
mamlanmugtir,

2.1.1. 0.01 M Monobazik po-
tasyum fosfat ¢ozeltisi: 0.34 g KH,PO,
yeni kaynatilip sofutulmus suyla eritilip
250 m] ye tamamlanarak hazirlanmgtir,

2.1.2: 0.01 M NaOH c¢ézeltisi:

0.02 g NaOH suda eritilip 500 ml ye ta-

mamlanarak hazu'lanml_gtlr.
3. Kromatografik analiz:

+ Hazirlanan numune gozeltileri 2 -
Bondapak C5 kolonuna verildikten
sonra fosfat tampon cozeltisinin aseto-
nitrile % 10-20 arasinda degigik oran-
larda katilmasiyla elde edilen farkl sol-
van sistemleri ile eliie edilmigtir. El{is-
yon sirasinda gartlar (akig hizi, kafiit ya-
riime hizi, hassasiyet vb.) stirekli degis-
tirilerek ayirmmmn en iyi bir bigimde ger-
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ceklestifi sartlar gozlendi. Yapilan degi-
sik uygulamalar sonucunda da polimer-
lerin ayrilmasinda en iyi eliisyonun aga-
gida belirtilen gartlarda oldugu saptan-
du:

Kolon : #-Bondapak C 4 :
Mobil Faz: a)% 13 fosfat tamponlu
asetonitril (Krom 2a).
b)% 15 fosfat tamponlu
asetonitril (Krom 2b).

Akis iz : 0.6 ml/dakika
Kagit hiz1 : 0.4 inc/dakika
Att, 01

Detektér : UV-254 nm

TARTISMA ve SONUC:

Literattirlere gore ampisilin Na po-
limerlerinin YBSK de ayirimi igin her
ne kadar gradient gistem 6nerilmekteyse
de tek pompali kromatograf kullanimmi
zorunlu oldugu hallerde bu polimerlerin
teghisinde isokratik sisternle de ayirimin
yapilabilecegl anlaglmigtir. Bu amacla
da % 13 fosfat tamponlu asetonitril
{proanaliz) solvan sisteminin kullanil-
maswmin yararh olabilecefi de saptan-
migtir.
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Krom 1: Ampisilin Na mobil faz % 13 fosfat tamponlu asetonitril.
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a) Mobil faz % 13 fosfat
tamponlu asetonitril

-__J | ——

:_________/ 1:_‘—-“
-—
50

—'_________—-—:' b

A

¢
(f;; 80 M 60 50 bT 30 20 10 0

b) Mobhil faz % 15 fosfat
tamponlu asetonitril

Krom 2: Ampisin Na polimerleri.

Sekil.2
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