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OZET

Bu ¢aligmada, enoksasin ve ofloksasin’in miktar tayini i¢in, bromfenol mavisi
(BFM) ve bromkrezol moru (BKM) ile olusturdugu iyon ¢iftlerinin kloroforma
ekstraksiyonuna dayanan basit ve hassas iki spektrofotometrik yoéntem
Onerilmigtir.

Enoksasin-BFM ve -BKM iyon ¢ifti kompleksleri Mc-ilvaine sitrat tamponu
pH 4 ve ftalat tamponu pH 3.3’de olusturulmus ve kloroforma ekstre
edilmigtir. Kloroform ekstraktlan Apus 412 nm ve Apas 410 nm’de
Olgiilmiigtiir. Ofloksasin-BFM ve -BKM iyon ¢ifti kompleksleri de ftalat
tamponu pH 3 ve pH 3.1’de olusturulmus ve kloroforma ekstre edilmigtir.
Kloroform ekstreleri de Apas 414 nm ve Agpas 408 nm’de Olgiilmiigtiir.
Enoksasin-BFM ve -BKM ve ofloksasin-BFM ve -BKM iyon ¢ifti
komplekslerinin  konsantrasyonlann ile absorbans arasindaki iligkide
konsantrasyonun dogrusal oldugu aralik sirastyla enoksasin igin 2-20 ppm,
0.77-17.62 ppm ve ofloksasin igin 0.87-17.35 ppm, 0.58-14.46 ppm olarak
bulunmugtur. Alt teshis sinirlan, enoksasin-BFM i¢in 0.80 ppm ve -BKM igin
0.51 ppm; ofloksasin-BFM igin 0.58 ppm ve -BKM igin 0.51 ppm’dir.

Iyon ¢iftinin bilesimi Job y6ntemi ile saptanmgtir.

Saf enoksasin ve ofloksasin’in 0.5 N asetik asit i¢inde spektrofotometrik
yontemle miktar tayini yapilmigtr. Yontem bu ilaglarin, farmasétik
preparatlanindaki analizlerine uygulanmigtir. Kalibrasyon egrilerinin dogrusal
olduklan araliklar enoksasin i¢in Amas 268 nm’de 0.2-20 ppm ve Apas 338
nm’de 0.28-40 ppm, ofloksasin igin Ayays 293 nm’de 0.3-21 ppm’dir. Alt teshis
simrlan enoksasin igin 0.08 ppm (Agas 268 nm), 0.10 ppm(Apus 338 nm) ve
ofloksasin igin 0.20 ppm (Anpaks 293 nm)’dir.

Onerilen yontemler farmas6tik preparatlardaki enoksasin ve ofloksasin’in rutin
nicel analizleri i¢in kullanilabilir.

Anahtqr Kelimeler: Enoksasin, Ofloksasin, Bromfenol Mavisi, Bromkrezol
Moru, Iyon Ciftleri, Spektrofotometri, Siilfonftalein Boyalar



ABSTRACT

In this study, two simple and sensitive spectrophotometric methods for the
determination of enoxacin and ofloxacin were proposed which were based on
their extraction into chloroform as ion pairs with Bromophenol Blue (BPB)
and Bromocresol Purple (BCP).

Enoxacin-BPB and -BCP ion pair complexes were formed in Mc-ilvaine citrat
buffer at pH 4 and in phthalat buffer at pH 3.3 and extracted into chloroform
extracts were measured at Ay, 412 nm and A, 410 nm. Ofloxacin-BPB and -
BCP ion pair complexes were also formed in phthalat buffer at pH 3.0 and pH
3.1 and extracted into chloroform extracts were also measured at Amax 414 nm
and Anp.c 408 nm respectively. The relationship between the absorbance and
the concentration of enoxacin- BPB, -BCP and ofloxacin-BPB, -BCP ion pair
complexes was found to be linear in the range of concentration for enoxacin
2-20 ppm, 0.77-17.62 ppm and for ofloxacin 0.87-17.35 ppm, 0.58-14.46 ppm
respectively. The detection limits were 0.80 ppm for enoxacin-BPB and 0.51
ppm for -BCP; 0.58 ppm for ofloxacin-BPB and 0.51 ppm for -BCP.

The composition of the ion pair was established by Job’s method.

Pure enoxacin and ofloxacin in 0.5 N acetic acid were determined by
spectrophotometric method. The method was applied to the analysis of these
drugs in pharmaceutical preparations. The calibration graphs were linear over
the range 0.2-20 ppm at A, 268 nm and 0.28-40 ppm at Ay, 338 nm for
enoxacin and 0.30-21 ppm at Ay, 293 nm for ofloxacin. The detection limits
were 0.08 ppm (Apax 268), 0.10 ppm (Apax 338) for enoxacin and 0.20 ppm
(Amax 293 nm) for ofloxacin.

The proposed methods can be used for routine quantitative analysis of
enoxacin and ofloxacin in pharmaceutical preparations.

Key words: Enoxacin, Ofloxacin, Bromophenol Blue, Bromocresol Purple,
Ion Pairs, Spectrophotometry, Sulphonphthalein Dyes.
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I. GIRIS ve AMAC

Onemleri giin gegtikge artan kinolon grubu antibakteriyel ilaglar gram (-) ve
gram (+) bakterilerin direngli mutantlarina kars: aktif ve genis spektruma sahip
sentetik antibiyotikler olup son senelerde idrar yollan ve sistemik bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavilerinde yaygin olarak kullamilmaktadirlar (1-5).

Kinlon grubu antibakteriyel ilaglann ilk iiyesi olan nalidiksik asitin tedavide
kullamlmaya baslamasi ile bu grup iizerindeki yapi-aktivite ve sentez
¢alismalan artmi§ ve aktiviteleri iizerindeki galigmalar yogunluk kazanmgtir.
Yapi-aktivite ¢aligmalarinda daha aktif ve daha genis antibakteriyel spektruma
sahip ilaglarin yer aldig), 6. konumda flor ve 7. konumda piperazinil grubu
tagiyan ve florokinolonlar adi verilen bu grupta yeni ilaglarin gelistirilmesi
yoniindeki ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (2, 5, 6).

Buna paralel olarak s6z konusu ilaglar ve metabolitleri iizerinde yapilan analiz
¢aligmalan da onem kazanms olup literatirde spektrofotometrik (7-9),
spektrofluorometrik (10, 11), yiikksek basingh sivi kromatografik (12-15),
elektroanalitik (16-18), kapiller elektroforez (19, 20) ve mikrobiyolojik (21,
22) yontemlerle analizleri yer almaktadir. Genel bilgiler kisminda iizerinde
¢aligilacak maddelerin analizleri daha detayli verilmektedir.

Bu ¢aligmada florokinolon grubundan yeni bir bakteriyel ilag olan ve Tiirkiye
piyasasina girmi§ bir preparatt bulunan enoksasin iizerinde ¢ahisilmas:
planlanmmg ve s6z konusu maddenin literatiirde bulunan analiz yontemleri
degerlendirildiginde son senelerde iyon ¢ifti olujumuna dayanan
spektrofotometrik miktar tayini ¢aligmalarmin artmasina ragmen bu madde ile
ilgili boyle bir ¢aligmamin olmadif goriilmiistir. Bu nedenle, enoksasin’in
preparatlarda analizleri i¢in boyar maddelerden bromfenol mavisi ve
bromkrezol moru kullamlarak iyon ¢ifti kompleksi olusturulmasina dayanan
spektrofotometrik yontemler geligtirilmesi planlanmis ve ¢aligmamiza
florokinolonlarin prototipi olan ofloksasin de alinmistir. S6z konusu
maddelerin analizleri igin deneysel sartlarin optimize edilerek yontemlerin
geligtirilmesi ve bu yontemlerin gerek enoksasin gerekse ofloksasin
preparatlarina uygulanabilirliginin gosterilmesi amaglanmisgtir.



I1. GENEL BILGILER

IL 1. Kinolon Grubu Antibiyetikler

1962 yilinda ilk kinolon tiirevi olan ve antibakteriyel etkiye sahip, 6zellikle
gram (-) bakterilere kars1 etkili olan nalidiksik asitin tedaviye girmesiyle bu
grup antibiyotikler devri baglamigtir. Kinolon yapisinda 7. konumda
piperazinil halkas1 ve 6. konumda floriir atomu tagiyan kinolon veya 1,8
naftridin halkasim1 tagiyan bilegikler florokinolonlar adim1 alirlar. Bu
bilesiklerde antibakteriyel aktivite artmig ve antibakteriyel spektrum
genislemigtir (2, 6, 23).

I1.1.1.Smmflandirnlmalar:

Kinolonlar, sentez edildikleri tarih ve antibakteriyel spektrum genigliklerine
gore 1. ve 2. jenerasyon grubu olarak siiflandirlirlar (24).
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IL 1.2. Yapi-Aktivite iliskileri
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Sekil I1.3. Temel Kinolon Yapisi

Kinolon grubu bilesiklerin uygun farmakokinetik 6zelliklere ve antibakteriyel
aktiviteye sahip olmalan i¢in asagidaki yapilara sahip olmalan gerekmektedir
(2, 3, 6).

o Bisiklik aromatik 6zellik gostermelidir.

o Antibakteriyel aktivite i¢in 3-karboksilat ve 4-karbonil grubu olmali ve
bunlar molekiil i¢i H bag: yapabilmelidir.

e 1. konumdaki serbest proton mutlaka bir alkil grubu ile siibstitiie
edilmelidir. N-1 siibstitiisyonu ile aktivite artar ve genelde etil ve siklopropil
gruplan daha fazla aktiftir.

e Enzime baglanma bolgesi oldugundan 2. pozisyonda siibstitiisyon
olmamahdir. 5. konumda da siibstitiisyon olmamahidar.

e 6. konumda flor atomunun varlign DNA jiraz’in inhibisyonunu ve hiicreye
gecisi artirir. :

e 7. konumdaki siibstitiientler antibakteriyel aktiviteyi artinr ve 6zellikle in-
vivo aktivite igin bazik gruplar gereklidir. 7. konumdaki &zellikle piperazin
halkas1 ile aktivite artmigtir ve bu piperazin halkasina bir metil grubunun
siibstitiisyonu absorbsiyonu artirir ve yarilanma émriinii uzatir.

6. konumda flor ve 7. konumda piperazin halkas: tagimalarindan dolay1 enoksasin
ve ofloksasin uygun farmakokinetik 6zelliklere sahiptirler ve birgok bakteri
tiriine kars: etkilidirler.



IL 1. 3. Antibakteriyel Spektrumlan

Genis spektrumlu antibiyotiklerden olan florokinolonlar enterobakterilere ve
diger gram (-) organizmalara kars1 yiiksek aktiviteye sahiptirler (4, 5, 23, 25).
Haemophilus influenza ve parainfluenza, Haemophilus ducreyi, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis ve Morexella catarrhalis gibi gram (-)
bakteri ve basilere karsi etkili oldugu gibi enterotoksik Escherichia coli,
Salmonella tiirleri, Shigelia tiirleri, Vibrio tiirleri ve Campylobacter jejunii’yi
igeren tiim enterik patojenler florokinolonlar tarafindan inhibe edilmektedir (1,
4, 23, 25).

Enoksasin ve ofloksasin de bu belirtilen gram (-) bakterilere karsi gok
duyarhdirlar. (26-34).

Kinolonlar Pseudomonas aeruginosa’ya karg1 etkili olup diger Pseudomonas
tiirlerine karg1 etkileri azdir (5, 23, 25). Enoksasin ve ofloksasin i¢in de bu
gecerlidir  (29-32). Kinolonlar Staphyloccocus aureus, Staphylococcus
epidermidis ve diger stafilokoklara etkili olmalarina ragmen streptoccoccus ve
enteroccocus’lara karsi etkileri azdir (1, 4). Enoksasin’in Streptococcus
pneumoniae ve stafilokok gibi gram (+) bakterlere karsi etkileri az olup
bunlara rezistans gelisebilmektedir (26, 27, 31, 32). Ofloksasin ise
staphylococcus ve streptoccoccus tiirlerine karsi olduk¢a duyarhidir (30-34).

Siprofloksasin ve ofloksasin Mycobacterium tuberculosis ve Mycoplasma
pneumoniae’ye kars: aktiviteye sahiptirler (30-34).

Haemophilus ducreyi ve Ureaplasma urealyticum tiim florokinolonlar
tarafindan inhibe edilirler. Ayrica siprofloksasin, ofloksasin Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum, mycoplasma ve legionella tiirlerine karg1
in-vitro etkiye sahiptirler (1, 4, 23, 25, 30-34).

I1. 1. 4. Etki Mekanizmalan

Kinolonlarin temel hedefi DNA jiraz enzimidir. DNA jiraz enzimi iki tane A
ve iki tane B olmak iizere dort alt birimden olugsmug tetramer yapih bir enzim
olup DNA’nin negatif siipersarmal hale gelmesini saglar (1, 6). Kinolonlar,
DNA jiraz enzimini inhibe ederler ve biylece DNA replikasyonunu ve bakteri
kromozomlarimn birbirinden ayrilmasim1 ve DNA transkripsiyonunu bozarlar.
Bu sekilde DNA zedelenmis olur. Bu ilaglar sadece DNA jiraz enziminin A-alt
birimini etkilerler, diger birimlerine dokunmazlar. Bu alt birimlerden birinin



inaktivasyonu DNA’nin negatif siipersarmal duruma gegmesini engeller (5, 6,
25). Ayrica bu ilaglann yiiksek konsantrasyonlarinda RNA ve protein sentezi
de inhibe olmaktadir (4, 6, 25, 26, 33). Enoksasin ve ofloksasin de aym
sekilde DNA jiraz enzimini inhibe etmektedirler (26, 30, 33).

Florokinolonlarin - etkisine maruz kalan bakteriler béliinemezler, anormal
sekilde uzayarak oliirler. Bazilanmin aynca siprofloksasin ve ofloksasin de
oldugu gibi bakteri stoplazma membranim zedeledikleri ve hiicre igeriginin
disanya ¢ikmasina neden olduklan ileri siiriilmiigtiir (5).

Insan hiicrelerinin ¢ekirdeginde DNA’nin kivrilmasinda rol oynayan benzer bir
enzim olan topoizomeraz II enzimi vardir. Fakat insan DNA’s1 siipersarmal
haline sokulamaz. Florokinolonlarin topoizomeraz II enzimi iizerindeki
inhibitdr etkinligi, bakteri DNA jiraz1 iizerindekine gore daha disiiktiir. Bu
nedenle kinolonlar 6ldiiriicii etkilerini selektif olarak sadece bakteride
yaparlar, insan hiicrelerinde belirgin bir toksik etkileri yoktur (5, 33).

IL 1. 5. Rezistans Gelismesi

Klinikteki kullammlannin artmasina bagh olarak florokinolonlara rezistans
gelistigi bildirilmistir. En ¢ok rezistans gelisen bakteriler diger antibiyotiklerde
oldugu gibi Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylocococus
aureus ve Echerichia coli’dir. Halen florokinolonlara karsi rezistans siklif
digiiktiir. Idrarda genelde yiiksek dozlarda bulunduklarindan, kateterli hastalar
harig, idrar yollan enfeksiyonlarinin tedavisi sirasinda rezistans geligmesi ¢ok
seyrek goriiliir (1, 5).

Kinolonlara karg: hedef enzimde (DNA jiraz) ve bakterinin dis memramnda
degisiklik olmak iizere 2 sekilde rezistans geligsmektedir (1, 3, 4, 5, 32-34).

I rezistans tiiri; DNA jirazin A alt biriminin sentezini diizenleyen
kromozomal gyrA genindeki tek basamakh mutasyona baghidir. Bu tiir
rezistans seyrek olarak goriiliir.

IL rezistans tiiriinde ise; bakterilerin dig duvarlan iginden gegen poruslarin
yapisinin  bozulmas: sonucu, bakteri hiicresinin i¢ine girmesi gereken
florokinolon miktarimn azalmasidir. Gram (-) bakterilerin dig membranindaki
protein ve lipopolisakkaritlerin ve protein sentezinin degigmesi sonucu gériiliir.



Mutasyonlar sonucu rezistansa neden olan genler plazmid fizerinde degil,
kromozomlar iizerindedir. Diger antimikrobiyal ilaglar igin ortak olan plasmid
aracih rezistans kinolonlar i¢in bildirilmemigtir (5, 27, 32, 33).

IL 1. 6. Farmakokinetik Ozellikleri

Absorbsiyonlar:: Florokinolonlar; lipofilik bilesikler olup, mide-bagirsak
kanalindan ¢ok iyi absorbe edilirler ve genelde agiz yolundan kullanilirlar.
Gastro-intestinal kanal absorbsiyon oranlan farklidir. Ofloksasin i¢in % 95-
100, enoksasin igin % 88’dir. Absorbsiyonlan hizhidir. Enoksasin’in
farmakokinetik 6zellikleri norfloksasin ve siprofloksasin’den daha iistiindiir.
Ofloksasin’in serum konsantrasyonu siprofloksasin’den fazladir. Besinlerle
birlikte alinmalan enoksasin ve ofloksasin’de de oldugu gibi florokinolonlarin
absorbsiyon hizlarim azaltir, fakat absorbsiyon miktarlanim degistirmezler (1,
5, 25, 30, 33-35).

Dagihmlan: Florokinolonlar, viicutta yaygin bir dagilim gosterirler ve birgok
siv1 ve dokuya gegebilirler (2, 3, 4, 25). Kinolonlann diisiik proteine baglanma
oranlan, kan pH’lannda yiiksek lipofilite gostermeleri ve kiigiikk molekiil
bityiikliigiine sahip olmalan viicut sivi ve dokulanna gegislerinde en 6nemli
faktorlerdir (36). HPLC analizleri sonucu bu bilegiklerin notral pH’larda
lipofilitelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (5, 36). pH=7.4’de en az iyonize (=
en fazla lipofilik durumda) olduklarindan dagilmaya en elverigh
durumdadirlar. Amfoter bilesikler olduklarindan pH’min asidik veya bazik
oldugu ortamlarda toplanabilirler. Dagilim hacimleri 2 L/kg’dan fazladir.
Dagilm hacmi en diigiikk olan ofloksasin (1-2.5 L/kg) ve en yiiksek olan
siprofloksasin’dir (5, 30, 32, 33).

Enoksasin ve ofloksasin’de olmak iizere florokinolonlarin bdbrekler,
akcigerler, brons mukozasi, ¢izgili kas, kalp kasi ve prostattaki
konsantrasyonlan plazmadan daha yiiksektir ve bu dokulardaki
konsantrasyonlann birgok patojen i¢in gerekli minimum inhibisyon
konsantrasyonunun iizerindedir. Enoksasin ve ofloksasin idrar, safra, burun
salgis;, brons salgisi, tikriik, balgam, gozyast ve plevral sivida diger
antimikrobik ilaglara gore yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar (5, 36).
Bunlara ek olarak enoksasin ve ofloksasin cilde, siniis mukozasina, orta kulak
sivisina, aqueus humor sivisina, vajinal siviya, myocardiuma, myometrium,
fallop tiipleri ve servikse de gegmektedirler ( 26-30, 32-34, 36, 37).

Enoksasin’in siprofloksasin ve norfloksasin gibi yeni kinolonlardan daha
yitkksek doku konsantrasyonlarna sahip olduklar1 belirtilmigtir. Serum



yanlanma 6mrii ve idrardan kazanmim norfloksasin ve siprofloksasin’den daha
yiiksektir ( 38-40).

Atthmlari: Kinolonlar, bashca karaciferde metabolize olarak veya
bobreklerden, bazen de gastro-intestinal sekresyonla (safra yoluyla) atilirlar (1,
5, 25, 36).

Karacigerde ilaglara gore degisen oranlarda P-450 sitokromuna bagh
mikrozomal oksidazlar tarafindan metabolize edilirler. Bu genelde piperazin
halkas: iizerinden oksidlenme yoluyla olur. Enoksasinin de % 15-40’lik kism1
7 piperazinil halkas: iizerinden metabolize olur ve enoksasin’den daha az aktif
olan 3-okso piperazinili verir ( 2, 5, 28).

Kinolonlar ve metabolitleri, digiik molekiil agiliklan ve diigiik proteine
baglanma oranlan nedeniyle biiyitkk oranda glomeruler filtrasyonla atilirlar.
Ofloksasin ¢ok az metabolize olur. Enoksasin ve ofloksasin karacigerde fazla
bir degisiklife ugramadan glomeruler filtrasyon ve tiibiiler salgilanma seklinde
atibrlar. Ciddi bobrek yetmezligi olanlarda enoksasin’in atthma 6nemli
derecede azalmaktadir (4, 5, 28, 32, 34, 37, 41).

Norfloksasin ve ofloksasin’in idrardaki konsantrasyonlar1 plazmadaki
konsantrasyonlarindan daha. yiiksek oldugundan genelde idrar yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullamhirlar (5, 30, 33, 34).

Florokinolonlar, plazma proteinlerine diigiik oranda baglanmalarna ragmen,
dagilim hacimlerinin yiiksek olmas1 ve dokulara ¢ok fazla gegebildiklerinden
eliminasyon yanlanma Smiirleri uzundur ve bu nedenle giinde 1 veya 2 kez
kullanilirlar. Ofloksasin’in eliminasyon yarilanma émrii 5-8 saat, enoksasin’in
ise 5-6 saatdir (1, 5, 25, 30-34, 36).

I 1.7. Kullamldiklan Yerler

Idrar yolu enfeksiyonlar:: Siprofloksasin, enoksasin, norfloksasin, ofloksasin
gibi yeni kinolonlar uygun farmakokinetik ozelliklerinden, idrarda yiiksek
konsantrasyonda bulunduklarindan, yan etkileri diigiik oldugundan ve iyi tolere
edilebilmelerinden dolay: gram (-) ve gram (+) bakterilerin neden oldugu idrar
yolu enfeksiyonlaninin tedavisinde yaygin olarak kullamilirlar. Enoksasin ve
ofloksasin kadinlarda akut sistitin tedavisinde tek doz veya kisa dénem
tedavilerinde ve piyelonefritde de etkilidirler (42- 48).



Enoksasin ve yeni florokinolonlar, uygun farmakokinetiklerine bagli olarak
prostat doku ve sivisindaki konsantrasyonlarimin yiiksek olmasindan ve genig
antibakteriyel spektrumlanindan dolayr kronik bakteriyel prostatitde yaygimn
olarak kullamlirlar ( 28, 29, 42, 49, 50).

Seksiiel temasla gecen hastabklar: Yeni florokinolonlar tek doz
verildiklerinde komplike olmayan gonokokal enfeksiyonlarda etkilidirler ve
tedavi oranlan % 95-100’diir (4, 5, 25, 51, 52).

Enoksasin de Neisseria gonorrhoea’nin neden oldugu komplike olmayan
gonorenin tedavisinde oldukga etkilidirler ve tedavi oranlan % 96-100’diir.
Enoksasin ve ofloksasin tedavisi zor olan anal ve faringeal gonorede, iiretral ve
endoservikal gonorede etkilidirler ( 28, 29, 36, 53-56).

Gastro-intestinal kanal enfeksiyonlar: Diigiik minumum inhibitor
konsantrasyon degerleri ve yiiksek feges konsantrasyonlarn nedeniyle
kinolonlar gesitli patojenlerin neden oldugu bakteriyel ve turist diyaresinde
kullamlmaktadirlar. Ofloksasin de akut bakteriyel ve turist diyaresinde etkili ve
giivenilir bir ilagtir (4, 5, 33, 34, 57, 58) .

Kinolonlar, gigli bakteriyel etkileri, oral biyoyararlanimlari, uygun
farmakokinetikleri 6zellikleri, hiicre igine g¢ok iyi gegebilmeleri ve iyi tolere
edilebilmelerinden dolay1 tifonun tedavisi igin onerilen antimikrobiyal gruptur
(1, 4-6, 59, 60).

Ofloksasin ve enoksasin %100 iyilesme sagladigindan ve hi¢ niiksetme
goriilmediginden dolayr salmonella tiirlerinin neden oldugu tifo’nun
tedavisinde oncelikle secilebilecek ilaglardir ( 33, 34, 60, 61).

Basiler dizanterinin tedavisinde enoksasin etkili olup, nalidiksik asite alternatif
bir ilagtir. Ayrca akut kolit gibi bagirsak enfeksiyonlarinda da etkilidir (26,
62).

Kinolonlarin tedavi siiresince gastro-intestinal yan etkileri oldukga diigiiktiir
(60, 61).



Solunum yolu enfeksiyonlar: Enoksasin ve ofloksasin de dahil olmak iizere
yeni kinolonlar, birgok solunum patojenine karsi duyarhdir ve antimikrobiyal
aktivite ve farmakokinetik o6zelliklerinden dolayr alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde uygun ilaglardir (1, 4, 63-66).

Florokinolonlarda oldugu gibi enoksasin ve ofloksasin gram (-) basillerin -
neden oldufu zatiirenin tedavisinde etkilidirler ( 25, 67, 68).

Kronik brongitin hafif niikslerinin tedavisinde florokinolonlar &6zellikle de
siprofloksasin, enoksasin ve ofloksasin oldukga iyi bir segimdir (63, 66, 69).

Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar: Iltihap ve yara seklindeki yumusak
doku enfeksiyonlarinda florokinolonlar etkilidirler (3, 5, 23, 70).

Enoksasin ve ofloksasin blister stvisina ve cilt dokusuna yiiksek oranda geger
ve bu nedenle cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda kullamlirlar
(26, 27, 30, 33, 34)

Kullamldiklar1 dier yerler: Kemik enfeksiyonlarindan birisi olan
osteomyelitin tedavisinde, hizh absorbe olmasi, kemige de gegebilmesi ve iyi
tolere edilebilmesinden dolay: 6zellikle kinolonlar tercih edilmektedir (1, 5, 6,
25, 30, 71). Ofloksasin ve enoksasin de osteomyelitin tedavisinde kullanmlirlar
(1, 4, 34, 72, 73).

Florokinolonlar Pseudomonas aeruginosa’ya bagh invazif dig kulak iltihabimn
tedavisinde parenteral ilaglara tercih edilmektedirler. Ofloksasin ve enoksasin,
akut veya kronik kulak iltihabinda, tonsillit ve siniizitde kullanilmaktadir.
Ofloksasin, aynica malignant dig kulak iltihabinda ve tonsilopharyngeal
tastyicilanmin eradikasyonunda etkilidir (4, 5, 26, 29, 74, 75).

Topik olarak kullamlan siprofloksasin, norfloksasin ve ofloksasin’in goz
sivisindaki konsantrasyonlan yilksektir ve katarakt ameliyatlarinda g6z igi
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde kullanilmaktadirlar (76).

Bogmaca, ciizzam ve brusellada florokinolonlar kullamilabilmektedir.
Ofloksasin’in ciizzam ve brusellada gesitli ilaglarla kombinasyonu kullanilir
(34, 77-79).
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Endokardit ve meninjitli hastalarda, siprofloksasin, ofloksasin ve enoksasin ile
tedavi saglanmaktadir (1, 4, 80).

Notropenili ve akut 16semili hastalarda norfloksasin, siprofloksasin, enoksasin
ve ofloksasin gram (-) enfeksiyonlarin 6nlenmesinde etkilidirler (27, 29, 31,
32, 81, 82).

Kinolonlann antimikrobiyal aktivitelerine ek olarak, in-vitro mesane kanserli
hiicre kiiltiirlerinde ve in-vivo olarak 16semili deney hayvanlarinda antitiimor
aktiviteye sahip olduklan belirtilmistir. In-vitro kanserli hiicre kiiltiirlerinin
artis1 iizerinde inhibe edici etkileri vardir (83).

Florokinolonlar safra ve karaciger dokusunda terapdtik konsantrasyonlara
ulagirlar ve bu nedenle son zamanlarda safra yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde parenteral ilaglan takiben kullanilmaktadirlar (1).

Kinolonlarin ¢ogu ameliyat 6ncesi verildiklerinde, ameliyat sonras: idrar yolu
enfeksiyonlarin1 Onlerler. Ayrica safra kesesi, kolorektal, ortopedik ve damar
cerrahisinde profilaktik amagla kullanilirlar (1, 25, 28).

IL 1. 8. Yan Etkileri

Kinolonlar ¢ok 1yi tolere edilirler ve yan etki gériillme olasilifx % 2-4’diir (1, 4,
25). En sik goriilen yan etkiler gastro-intestinal tahrige bagl olarak bulanti,
kusma, igtahsizhik, karin agris1 ve diyaredir. Bag agrisi, bag dsnmesi, tremorlar,
huzursuziuk, uykusuzluk, konfiizyon gibi santral sinir sistemi yan etkileri daha
az gorilir. Ani nobet ve haliisinasyonlar daha seyrek goriiliir. Ciltte
dokiintiiler, eriterm, farenks ve vajinada candida enfeksiyonlarina neden
olabilirler (1, 3, 4-6, 26-30, 33, 34).

Florokinolonlar kikirdak dokusunda hasara neden olabildiklerinden dolay1
¢ocuklarda ve hamile kadinlarda kullanilmalan tavsiye edilmez (4, 27, 30, 32,
39).

Agizda metalik bir tat olugtururlar. Hipersensitivite ve fotosensitivite
reaksiyonlan1 ofloksasin ile gorillebilir, fakat bu reaksiyonlarm goriilme
olasiligy enoksasin igin digiiktiir. Diger florokinolonlarda goriilen artralji ve
kristaliiri enoksasin ile nadir gériiliir. (1, 4-6, 26).
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IL 1. 9. ila¢ Etkilesmeleri

Karacigerde metabolize edilen florokinolonlar, aym gekilde metabolize edilen
ksantin tiirevlerinin yikimin: yavaglatirlar ve toksisitelerini artirilar. Enoksasin
teofilin metabolizmasmi inhibe eder. Bu nedenle enoksasin ile birlikte
alinmalart durumunda dozlan azaltilmalidir. Ofloksasin karaciferde
mikrozomal enzimlerle fazla metabolize edilmediginden teofilin’in
metabolizmasim etkilemez (26-30, 32, 34, 84).

Antasidlerle, siikralfatlarla ve ¢inko ve demirle absorbe edilemeyen selatlar
olugturduklarindan, enoksasin ve diger florokinolonlarin biyoyaralammlarim
azaltirlar. Birlikte kullanimlan gerekiyorsa bunlar florokinolonlardan 2-4 saat
Once veya en az 2 saat sonra alinmalidirlar (26-30, 34, 85).

Simetidin ve ranitidin gibi mide ilaglan ise karaciferde metabolize edilerek
elimine edilen florokinolonlarin metabolizmasimi inhibe ederler ve onlarin
toksisitelerini  artirabilirler. Bu ilaglar enoksasin’in biyoyararlanimim
azaltmasina ragmen ofloksasin’in absorbsiyonunu etkilemezler (5, 25, 85).
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I1.2. ENOKSASIN

1]
N CH,CH,

Sekil I1.4. Enoksasin’in agik formiilii

C1sH17FN4O; M.A. 320.32

Yukanda agik formiilii gosterilen enoksasin, 1-etil-6-floro-1,4-dihidro-4-okso-
7-(1-piperazinil)-1,8-naftridin-3-karboksilik asit yapisinda bir maddedir.

11.2.1. Enoksasin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (86-88)

Sanimsi renkte, kristal veya kristalize bir tozdur. Kokusuzdur. Tadi acidur.
Etanol/metilen kloriirden kristallendirilmi maddenin erime derecesi 220-
224°C’dir. pKa,=6.31 ve pKa,=8.69’dur. Suda, asetonda ve eterde pratik
olarak ¢6ziinmez. Etanol (1.7 mg/ml) ve metanolde (2.5 mg/ml) az ¢6ziiniir.
Asetik asit de ise (3333 mg/ml) ¢ok ¢oziiniir. 0.1 N NaOH i¢indeki
enoksasin’in UV spektrumunda Apas 266 nm (= 34860) ve Apqys 346 nm’de
(e= 20866) olmak iizere iki maksimum pik vermektedir.

13



I1.2.2. Enoksasin’in Analiz Yéntemleri

11.2.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Enoksasin’in spektrofotometri ile yapilmg analiz yontemi siirh sayidadar.

I1.2.2.1.1. UV-GB Spektrofotometrisi

Squella ve arkadaglani tarafindan enoksasin’in 0.1 M hidroklorik asitte
spektrofotometrik miktar tayini 340 nm’de yapilmigtir. Cahgmada dogrusallik
simirlan 5x107- 4x10% mM araliginda olup, tabletten geri kazanim % 98.9
olarak bulunmugtur (89).

I1.2.2.1.2. Tiirev Spektrofotometrisi

Zhixiang ve Xiniang, idrarda enoksasin miktanm 2. tiirev spektrofotometrisi
ile tayin etmiglerdir. 348 nm’de 2. tiirevin pik yiiksekliginin $l¢iimiine dayanan
bu yontem, 2-20 pg/ml araliginda dogrusal olup geri kazanim % 96.89-101.2
olarak verilmistir ( 90).

11.2.2.1.3. Fluoresans Spektrofotometrisi

Thomas ve arkadaglan tarafindan 0.05 M hidroklorik asitteki enoksasin
fluorometri ile tayin edilmigtir. Ay 268 nm ve Aens 397 nm olup, ydntem
tabletlere de uygulanmig ve geri kazamm % 99.8-100.5 olarak bulunmustur

(10).

I1.2.2.2. Yiiksek Performansh Siv1 Kromatografisi (HPLC)

Nakamura ve arkadaslan, plasmada enoksasin ve M-2 metabolitinin, idrarda
ise enoksasin ve M-1, M-2, M-3, M-4, M-5 metabolitlerinin HPLC ile
analizini ger¢eklestirmislerdir. UV dedektorle 340 nm’de Mikrobondapak Cg
kolonu kullamlarak yapilan bu tayinde plasma ve idrarda enoksasin 0.01 pg/ml
ve 0.1pg/ml’de tayin edilebilmigtir (91).
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Vree, Baars ve Wijnands, insan idrar, plasma ve tiikriigiinde enoksasin ve 4-
okso metabolitinin yilkksek basingh sivi  kromatografisi ile analizini
yapmiglardir. Analiz Chrompack kolonu ile kaph Lichrosorb RP-2’de ve
fosforik asit-dimetil formamit-etanol hareketli faz1 kullanilarak yapilmstir. UV
dedektor kullanilarak, 4-okso enoksasin plasma ve tiikriikkte 265 nm’de ve
idrarda 342 nm’de; enoksasin ise 342 nm’de tayin edilmistir. idrar hareketli
faz ile seyreltilmig, plasma ve tiikritk ise TCA ile ekstre edilmigtir. Enoksasin
ve metabolitinin plasmadan geri kazanimi % 81.7 ve % 51.9 idrar ve
titkritkten geri kazamimi % 100 olarak bulunmugtur (92).

White ve arkadaglar tarafindan Mikrobondapak C;s kolonu ve metanol-sitrik
asit hareketli faza ve siprofloksasin i¢ standardi kullamilarak insan serum ve
prostat dokusunda enoksasin’in analizi yapilmigtir. Hastalardan alinan serum
ve prostat dokularindaki enoksasin de tayin edilmigtir (93).

Katagiri ve arkadaglan tarafindan enoksasin, fenbufen ve aktif metaboliti
felbinak plasmadan diklorometan-isopentanol ile ekstre edilmis ve ig
standartlar olarak nalidiksik asit ve N-fenilantranilik asitlerin birlikte
kullanilmasiyla ters faz Chemsorb 5-ODS-H kolonununda ve metanol-SDS
hareketli faz1 ile aynlmalan saglanmigtir. Tayin UV dedektérii ile 275 nm’de
yapilmugtir. Yontemin enoksasin ve fenbufen’in almlarindan sonra
farmakokinetik ¢aligmalarda da uygulanabilecegi belirtilmigtir (94).

Grniggs ve Wise serumda enoksasin ve ofloksasin dahil olmak iizere yedi
kinolon tiirevinin ve metabolitlerinin analizi igin HPLC yo6ntemi
gelistiiglerdir. Enoksasin’in analizi; Mikrobondapak C;s Radial-PAK
kolonunda, potasyum dihidrojen fosfat, heptan sulfonik asit-metanol-konsantre
fosforik asit hareketli fazz ile UV dedektorii kullanilarak 268 nm’de,
ofloksasin’in analizi ise; aym kolon ve aym hareketli faz ile floresans
dedektorii  kullamlarak  Aqs 294nm ve  Aens 475  nm’de
gergeklestirilmigtir. Yontem agizdan veya intravenéz olarak enoksasin alan
saglikli kigi ve hastalarin serum 6rneklerine de uygulanmigtir (95).

Chan, Lam ve French, perklorik asitle ¢oktiiriillerek proteinlerinden kurtarilan
plazma, serum, titkriik idrar, eklem sivisi, plevral sivi ve karnn sivisi gibi gesitli
viicut sivilarinda yedi kinolon ve metabolitlerinin analizini Ultropac
Lichrosorb RP-18 ters faz kolonu ve metanol- aseton- sitrik asit hareketli faz1
kullanarak UV dedektor ile 340 nm’de gergeklestirmislerdir (96).

Nangia, Lam ve Hung ODS Hypersil ile kaph C;5 kolonunda, asetonitril-fosfat
tamponu hareketli fazinda, karsit iyon olarak tetrabutil amonyum bromiir ve
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iyon ¢ifti olarak sodyum lauril siilfat kullanarak enoksasin, norfloksasin,
amifloksasin ve i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Tayin fluoresans
dedektor ile Ags 280 ve Aems 418 nm’de yapilmigtir (97).

Goebel, Stolz, Etiret ve Nussbaum tarafindan idrar ve plazmada enoksasin ve
4-okso metabolitinin birlikte tayini igin iyon ¢ifti sivi kromatografisi
geligtirilmigtir. Bu yontemde plazma i¢in proteinlerin ¢oktiiriilmesi (perklorik
asit/asetonitril ile) basamag: ve idrar igin kati faz ekstraksiyonundan sonra
siprofloksasin i¢ standardi ile C,;g silika kolonunda, tetrabutilamonyum
hidroksit ve amonyum perklorat iyon ¢ifti ajanlan ve hareketli faz olarak sitrik
asit- asetonitril kangimi kullamlmigtir. Bu analiz yontemi insan ve farkh
hayvan tiirlerindeki farmakokinetik ¢aligmalara da uygulanmgtir (98).

Enoksasin’in miktar tayini, i¢ standart olarak norfloksasin kullamilarak HPLC
yontemi ile yapilmigtir. Analiz, plazma 6rneklerinin fosfat tamponu-sodyum
lauril siilfat-kloroform ile ekstre edilmesinden sonra UV dedektor ile 254
nm’de, ters faz Ultrasphere-ODS kolonunda ve asetat tamponu-asetonitril-
dimetilformamit-tetrabutil amonyum hidroksit kullamilarak gergeklestirilmigtir
(99).

Davis, Aarons ve Houston, plazmada siprofloksasin, enoksasin veya
norfloksasin’in teofilinle birlikte tayini igin ters faz yiiksek performansh sivi
kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir. Plazma 6rnekleri diklorometan-
isopropanol veya kloroform- isopropanol ile ekstre edilmis ve hareketli faz
tetrabutilamonyum hidrojen siilfat (iyon ¢ifti ajami)-fosfat tamponundaki
asetonitril kullanilmigtir. Tayin, Spherisorb S5 ODS kolonu kullanilarak UV
dedektor ile 280 nm’de yapilmigtir. Yontemde teofilinin klirensi iizerinde
florokinolonlarin konsantrasyonunun etkisi aragtirilmigtir (100).

Song ve arkadaglan tarafindan prostat dokusunda enoksasin miktar tayini
shimadz-ODS sabit faz1 ve metanol-asetonitril-sitrik asit hareketli faz ile UV
dedektor ile 272 nm’de yapilmis ve kan farmakokinetik parametreleri ile
prostat dokusunda enoksasin konsantrasyonu tayin edilmistir (101).

Zhai ve arkadaglar, insan plazma ve tiikriigiinde siprofloksasin, enoksasin ve
teofilinin birlikte tayinini yapmuslardir. Biyolojik s1ivi 6rnekleri metilen kloriir-
isopropanol ile ekstre edilmis ve C;s Mikrobondapak kolonu, i¢ standart olarak
difloksasin kullamlmigtir. Tayin UV dedektér ile 268 nm’de yapilmigtr ve
ksantin yapili bilesiklerin bu yontemle girisim yapmadiklar gosterilmigtir
(102).
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Merhemlerdeki enoksasin tayini, YWG-C;sHg kolonunda ve naftalen ig
standard: ile metanol-metansiilfonik asit-THF hareketli fazinda UV dedektor
ile 254 nm’de yapilmgtir (103).

Tablet ve kapsiillerdeki enoksasin miktan ters faz C;s kolonunda sitrik asit-
metil siyaniir hareketli faz1 ile UV dedektor ile 280 nm’de tayin edilmigtir
(104).

Enoksasin, norfloksasin ve enrofloksasin’in tayini igin hizh ve duyarli bir
HPLC yontemi geligtirilmigtir. Analiz, Lichrospher 60-RP kolonunda metanol-
sodyum dihidrojen fosfat tamponu ile UV dedektér ile 274 nm’de yapilmgtir.
Yontem farmasétik preparatlara da uygulanmigtir (105).

11.2.2.3. Elektrokimyasal Yontemler

Squella ve arkadaslan tarafindan enoksasin’in teshis ve tayini i¢in damlayan
civa elektrot yiizeyinde ilacin elektrokimyasal indirgenmesine dayanan
diferansiyel puls polarografisi yontemi gelistirilmigtir. 0.1 M hidroklorik asitte
-990 mV’daki yan dalga potansiyelinde polarografik cevap elde etmislerdir.
5x10* mM ve 1 mM arabginda dogrusal olan bu yontem tabletlerdeki
enoksasin miktar tayinine de uygulanmigtir. Geri kazamim % 100.1 ve tayin
simn1 4.9x10® mM olarak tespit edilmistir. Elektrot iglemleri difiizyon
kontrolliidiir ve adsorbsiyon olayinin oldugu goriilmiistiir (89).

Zhou ve arkadaglan enoksasin’in polarografik ve voltametrik davramgim
incelemiglerdir. Yontemde 0.05 mol/L siilfiirik asit i¢inde Ag/AgCl elektroda
kars: yaklagik -1.052 V’ta dogrusal tarama voltametrik piki elde edilmigtir. Pik
akim 1.0x107-1.0x107 M araliginda enoksasin konsantrasyonu ile orantilt
olup tayin smn 4x10° M olarak bulunmugtur. Sonuglar enoksasin’in
indirgenmesinin tersinir oldugunu ve pikin adsorbsiyon karekteristiine sahip
oldugunu gostermektedir. 1x10* M enoksasin’in normal puls polarogrami da
alimmgtir ve doymus kalomel elektrotta rediiktanin adsorblandifn goriilmiigtiir
(106).

Zhang ve arkadaslarimin yaptign ¢aligmada ise pH 2-11 arasindaki sitrik asit-
sodyum fosfat-borik asit tamponunda 0.12 M KCl i¢eren 0.050 M hidroklorik
asit igindeki enoksasin -1.05 V’ta polarografik dalga vermistir. Tayin smin
6.25x10°M ve 1.6x10%-1.6x10°M arahfmmda doprusal bulunmustur.
Enoksasin’in elektrokimyasal davramiglan normal polarografi, siklik voltametri
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ve potantiyostatik kulometri teknikleri ile saptanmig ve polarografik yontem
idrar ve serum 6rneklerine de uygulanmigtir (107).

Li ve Zhuobin tarafindan yapilan enoksasin’in elektrokimyasal ¢aligmalarinda
pH 2.2 Britton-Robinson tamponunda tek-taramali oscillopolarograminda iki
katodik pik verdigi bulunmugtur. Enoksasin’in 4.0x10%-6.0x10® M araliginda
dogrusal olup tayin simn 2.5x10® M olarak bulunmustur (108).

11.2.2.4. Kapiller Elektroforez Yontemi

Sun ve Chen tarafindan enoksasin ve ofloksasin igeren ondort kinolonun
sodyum cholate-sodyum heptansiilfonat ve asetonitril ile kapiller elektroforez
yoOntemi ile aymnimlan yapilmistir (20).

IL.2.2.5. Mikrobiyolojik Yontemler

Enoksasin’in gesitli mikrobiyolojik yontemler kullamlarak gram (-) ve gram
(+) organizmalara kars1 aktiviteleri, minumum inhibisyon konsantrasyonlar ve
minumum bakteriyel konsantrasyonlan agar diliisyon, tiip diliisyon ve disk
difizyon teknikleri kullamlarak mikrobiyolojik yéntemlerle tayin edilmigtir
(38, 43, 68, 81).
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I1.3. OFLOKSASIN

F COOH
|

6 O‘/}tCHs

chg™

Sekil I1.5. Ofloksasin’in agik formiilii

C1sH20FN;0,4 M.A. 361.38

Ofloksasin, (+)-9-floro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-7-okso-
7H-pirido[ 1,2,3-de]-1,4-benzoksazin-6-karboksilik  asit  yapisinda  bir
maddedir.

I1.3.1. Ofloksasin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (33, 87, 88)

Ofloksasin, hafif sanmsi-beyaz bir tozdur. Etanolden kristallendirilmis
maddenin erime derecesi 250-257°C’dir. Sulu ¢6zeltide pH’s1 6.8°dir. pKa,
degeri 6.05 ve pKa, degeri 8.22°dir. Asetik asitte ¢oziiniir. Alkol ve sudaki
¢oziiniirligi azdir.
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I1.3.2. Ofloksasin’in Analiz Yontemleri
I1.3.2.1. Spektrofotometrik Yontemler
I1.3.2.1.1. UV-GB Spektrofotometrisi

Ofloksasin, klopromazin, tiyamin, linkomisin ve teofilin’in eosin ve palladyum
ile olusturdugu renkli kompleksin ekstraksiyon iglemi yapilmadan 6lgiilmesine
dayanan bir spektrofotometrik yontem geligtirilmig ve farmasotik preparatlara
da uygulanmistir (109).

Mathur ve arkadaslan tarafindan tabletlerde ofloksasin’in tayini igin asidik
ortamda Fe(Ill) ile san renkli bilesik olugumuna dayanan spektrofotometrik bir
yontem geligtirilmigtir. Olgiimler 410 nm’de yapilms ve yéntemin 20-160
pg/ml araliginda dogrusal oldugu bulumustur (110).

Kapetanovic ve arkadaslan tarafindan ofloksasin-Cu(II) komplekslerinin
olusumu araghnlmigtr. Olusan ofloksasin-Cu(II) komplekslerinin molar
oranlannin  pH 4’de 1:1, pH 7.02’de 2:1 ve pH 8.30’da 3:1 oldugu
bulunmugtur. Olgiimler 360 nm’de yapilmigtir. Onerilen yontem tabletteki
ofloksasin’in tayini i¢in de kullamlmastir (111).

Cesitli farmasotik preparatlarda ofloksasin’in tayini igin basit, dogru, duyarh
ve tekrarlanabilir sonuglar veren spektrofotometrik yoéntemler Onerilmigtir
(112-115).

Ofloksasin’in 3 metil-2 benzotiyazolin hidrazon-hidrokloriir tuzu ile analizi
oksidan olarak serik-amonyum siilfat varhiginda 640 nm’de yapilmigtir. 1- 10
pg/ml aralifinda dogrusal olan bu yoéntem farmasotik preparatlara da
uygulanmigtir (116).

Ofloksasin’in diger bir spektrofotometrik analiz yontemi ise sodyum karbonat
varhginda ofloksasin ile Folin-Ciocalteu ile vermis oldugu mavi renkli
bilegigin 670 nm’de maksimum absorbansinin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Bu
bilesik bir saat stabil olup, yontemin 2-60 pg/ml konsantrasyon arahgnda
dogrusal oldugu ve geri kazammm % 99.2-100 oldugu bulunmustur (117).

20



Ofloksasin, norfloksasin, siprofloksasin’in Supracen violet ve Tropaeolin 000
ile tayini i¢in Sastry ve arkadaglan tarafindan spektrofotometrik bir yéntem
gelistirilmigtir. Yontem bu boyalarla florokinolonlar arasinda iyon ¢ifti
komplekslerinin olusumuna dayanmaktadir. Ekstraksiyon iglemi kloroformda
yapilmig Supracen violet ile 575 nm’de, Tropaeolin 000 ile 485 nm’de dl¢iim
yapilmigtir. Norfloksasin ve siprofloksasin’in Tropaeolin 000 ile kompleksleri
kloroformda ¢é6ziinmediginden dolayr bunlann tayini Supracen violet ile,
ofloksasin’in tayini ise Tropaeolin 000 ile yapilmigtr. Ofloksasin igin tayin
sinir1 2.5 pg/ml olarak bulunmugtur (118).

El-Sadek, El-Shanawani ve Ali tarafindan norfloksasin ve ofloksasin’in metil
oranj ve bromfenol mavisi ile iyon ¢ifti kompleksi olugumuna dayanan
kolorimetrik tayini yapilmigtir. Asetik asit-sodyum asetat tamponunda olugan
iyon ¢ifti komplekslerinin (metil oranj ve bromfenol mavisi i¢in sirasiyla) 422
ve 414 nm’de olgiimleri yapilmigtir. 1. yontemde norfloksasin i¢in pH 3.5°da
ve ofloksasin i¢in pH 4’de metil oranj kullanilmig ve bu yontem tabletlere de
uygulanmigtir. 2. yontemde ise ofloksasin igin pH 2.9 kullamlarak bromfenol
mavisi ile yapilmig ve yontem ofloksasin igeren tablete de uygulanmigtir. Geri
kazanim % 99.84 ve olusan san renkli kompleksin renk giddetinde ve
Amax unda degisiklik olmaksizin 48 saat dayanikhi oldugu bulunmustur (119).

Bagka bir iyon ¢ifti kompleks olusumu Issa ve arkadaglan tarafindan 1997
yilinda yapilmigtir. Bu yontem ofloksasin ve lomefloksasin’in bromfenol
mavisi, bromtimol mavisi ve bromkrezol moru iyon ¢ifti olusumuna
dayanmaktadir. Her iki ilag i¢in bromfenol mavisi ve bromkrezol moru ile
kompleks olusumunda asetat tamponu (pH 4) ve yine her iki ilag igin
bromtimol mavisi ile kompleks olusumunda fosfat tamponu (ofloksasin igin
pH 5.7 ve lomefloksasin i¢gin pH 7) kullamlmigtir. Bromfenol mavisi,
bromtimol mavisi ve bromkrezol moru igin 6lgiimler 410, 415 ve 410 nm’de
yapilmigtr. Yontemin bu ii¢ boya igin swrasiyla 5-25, 2-15, 2-20 pg/ml
arahgmmda dogrusal oldugu bulunmugtur (ofloksasin ve lomefloksasin igin).
Olusan kompleksler en az 24 saat dayamiklidir. Geligtirilen bu yontem
ofloksasin ve lomefloksasin’in tabletlerine de uygulanmgtir. Ofloksasin igin
geri kazanim yaklasik % 99 olarak bulunmugtur (120).

I1.3.2.1.2. Tiirev Spektrofotometrisi

Yazbi, asidik ¢ozeltilerdeki ofloksasin’in analizi igin absorbans fark ile 1. ve
2. tiirev spektrofotometrisi yontemleri geligtirmigtir. Tirev yontemi 0.2-1.0
mg/100ml aralifinda dogrusaldir. Onerilen yéntemler tablet ve idrardaki
ofloksasin tayini i¢in de kullanmilmigtir (121).
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Carlucci ve arkadaglani tarafindan farmasotik preparatlardaki ofloksasin’in
tayini igin 2. tiirev UV spektrofotometrisi ve yiiksek performansh sivi
kromatografisi geligtirilmistir. Tiirev spektrofotometrisinde tiirev pikinin
yiiksekligi ile madde konsantrasyonu arasindaki iligkiden yararlamilmig ve alt
tayin sumrlan tiirev yénteminde 20 ng/ml HPLC igin 10 ng/ml’dir. Yéntem
tablet, g6z ilaglan ve merhemlere uygulanmgtir (122).

I1.3.2.1.3. Fluoresans Spektrofotometrisi

Tamer A. ve Onur E. tarafindan ofloksasin’in fluoresans spektrofluorometrisi
ile ilk miktar tayini yapilmig, 0.5 M asetik asit iginde ofloksasin A 347 nm
Ve Aems 505 nm’de tayin edilmig ve yéntemin 0.1-5 pg/ml araliginda dogrusal
oldugu bulunmugtur. Geligtirilen yontem tabletlere de uygulanmagtir (11).

Insan nétrofillerindeki alt1 kinolonun etkisi fluorometrik ve HPLC y6nteminin
kargilagtinlmas1 ile bulunmugtur. Kinolonlarin belirtilen hiicre igindeki
etkilerinin aragtinlmasmda fluorometri uygun bir yéntem oldugu ve HPLC’de
daha biiyilkk hacimli hiicrelere ve terapotik dozdan daha yiiksek
konsantrasyonlara ihtiyag oldugu bulunmustur (123).

Ofloksasin’in asidik ortamda Aqs 292 nm ve Ae,s 500 nm’de gostermis
olduklari fluoresans siddetleri 6lgiilmiis ve 0.3-6 pg/ml arahginda dogrusal
oldugu bulunmugtur (124).

Yazbi, ofloksasin’in tiirev spektroskopisi yamsira spektrofluorometri yontemi
de gelistirmigtir. Aq 298 nm’de uyanlma sonucu Aens 512 nm’de emisyon
spektrumu alimarak yontemin 0.2-1pg/ml arah§nda dogrusal oldugu
bulunmugtur (121).

I1.3.2.2. Kromatografik Yontemler

11.3.2.2.1. ince Tabaka Kromatografisi Yontemleri

Biyolojik sivilarda ofloksasin’in enantiyomerlerinin ayinm silikajel Fys4 kaph
plakta yapilmishr. Hareketli faz olarak kloroform-metanol trietilenamin
kullanilmigtir (125).
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Warlich ve Mutschler tarafindan insan plazma ve plevral sivisinda
ofloksasin’in tayini silikajel plaklarda, konsantre amonyum ile dengelenmis ve
etanol-su igeren ¢dziicii sisteminde ince tabaka kromatografisi ile yapilmistir.
Kromotogramlar densitometrik olarak degerlendirilmis ve Olgiimler civa
lambas1 ile A 313 nm’de yapilmigtir. Yontem 0.001-2.0 pg/ml aralifinda
dogrusal olup tayin simn 1 ng/ml olarak bulunmugtur. (126).

11.3.2.2.2, Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Henz Lehr ve Damm, biyolojik sivilardaki (+) ve (-) ofloksasin’in ayirimim
yapmiglardir. Yontem, genis porlu Nucleosil’e kovalent baglanan sigir serum
albumininde direkt ayinm ve L-16sinamit giral ajam ile tiirevlendirme ve sonra
da olusan izomerlerin ayrilmasi esasina dayanmaktadir (125).

Carlucci ve arkadaglan tarafindan insan serum, idrar ve safrasinda
ofloksasin’in tayini yapilmigtir. I¢ standart olarak norfloksasin, hareketli faz
olarak asetonitril-fosfat tamponu kullamilmigtir. Kimyasal bir ekstraksiyon
isleminden sonra kromatografik ayinm Vydac anyon degistirici kolon ile bir
6n kolonda gergeklestinlmistir. Tayin UV dedektor ile 280 nm’de yapilmig ve
yontemin serum ig¢in 0.5-6 pug/ml, idrar ve safra i¢in 10-600 pg/ml aralifinda
dogrusal oldugu bulunmugtur (127).

Serumda ofloksasin, siprofloksasin, norfloksasin ve pefloksasin Once
diklorometan ile ekstre edilerek, Nucleosil C,;3 kolonda ve hareketli faz
fosforik asit-tetrabutilamonyum iyodiir (iyon ¢ifti ajan1)-metanol ve i¢ standart
olarak DL-8357 kullamlarak HPLC ile tayin edilmislerdir. Ofloksasin igin
tayin UV dedektor ile 294 nm’de yapilmig ve tayin siminn 30 ng/ml olarak
verilmastir (128).

Claes ve arkadaglan tarafindan ofloksasin alimindan sonra plazma ve prostat
dokusundaki konsantrasyonlarimin kargilagtinilmasi ile ofloksasin’in prostat
dokusuna gecisi degerlendirilmigtir. Analiz Nucleosil silika (anyon degistirici
ile doldurulmug) kolon ve asetonitril-fosfat tamponu igeren haraketli faz ile
280 nm’de UV dedektér ile yapilmigtir (129).

Mignot ve arkadaglan tarafindan Ags 290 nm ve A.,s 500 nm’de fluoresans
dedektorii ile Mikrobondapak C;3 kolonunda, i¢ standart olarak desmetil
pefloksasin kullamlan ve potasyum monofosfat-tetrabutilamonyum fosfat-
asetonitril kangimindan olusan hareketli faz yardimiyla plazma ve idrarda
ofloksasin’in tayini gergeklestirilmigtir (130).
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Katagiri ve arkadaglan sicanlarin plazmasindan ofloksasin, fenbufen ve aktif
metaboliti olan felbinak birlikte ekstre ederek Chemcosorb 5-ODS-H zit faz
kolonunda, nalidiksik i¢ standardi ile metanol-sodyum lauril siilfat hareketli
faz1 ile yapilan HPLC yonteminde tekrarlanabilir sonuglar elde etmislerdir
(131).

Arai ve arkadaglan tarafindan Cu(Il)-L-amino asit elilenti kullamlarak HPLC
ile piridon karboksilik asit enantiyomerlerinin aymm gerceklestirilmigtir.
Yontemde dokuz amino asit kullamlmig ve en uygunu L-fenil alanin olarak
bulunmugtur. Tayinler UV dedektérii ile 300 nm’de ve fluoresans dedektorii
ile Aeks 330 nm ve Aens 505 nm’de yapilmugtir. Sonugta (+) ve (-) isomerlerin
birbirinden aynldig: goériilmiigtiir (132).

Brong sivisinda ofloksasin paslanmaz gelik ile kaph oktadesil silika kolonu,
potasyum dihidrojen fosfat tamponu-tetrahidrofuran kanigimin igeren hareketli
faz yardimiyla fluoresans dedektorii ile Aes 290 nm ve A, 460nm’de yitksek
basingh s1v1 kromatografisi ile tayin edilmigtir (133).

Fluoresans dedektérlii HPLC yontemi kullamilarak Tarivid’in agizdan
alimindan sonra insan dis etlerine ait sivida ofloksasin’in tayini yapilmug ve
titkritkkte bulunan sonuglar ile karsilaghnlmugtir. Analiz Nucleosil CN
kolonunda ve asetonitril-fosforik asit hareketli fazn kullamlarak yapilmigtir.
Tayinler A 295 nm ve A 480 nm’de yapilmistir (134).

Ohkubo ve arkadaglan tarafindan serumdaki ofloksasin’in tayini ters faz on
kolonu kullanilarak ekstraksiyon iglemi yapmadan direkt enjeksiyon ile HPLC
yontemi ile yapilmigtir. Serum omekleri Molcut II membran filtresinden
siiziiliip, filtrat ters faz 6n kolonunda 6n ayirma iglemine tabi tutulmus ve daha
sonra analitik kolona verilmistir. Yontem i¢ standart olarak nalidiksik asit ve
enoksasin ile UV dedektor ile 300 nm’de uygulanmugtir (135, 136).

Okazaki ve arkadaglan, spesifik kati-faz ekstraksiyon iglemini kullanarak
serum ve idrarda (S)-(-) ofloksasin ve metabolitlerinin birlikte HPLC ile tayini
i¢in duyarh ve segici bir yontem gelistirmiglerdir. Bu bilesikler fluorometrik
dedektor ile Cg kati-ters faz kolonunda, Aq 296 nm ve Aens 504 nm’de
floresans dedektorii ile aynlip ve teshis edilmiglerdir (137).

Insan saginda ofloksasin oktadesil silan kolonunda ve i¢ standart DL-8357 ve
potasyum fosfat-asetonitril hareketli fazs kullamlarak fluoresans dedektérii ile
Aeks 290 nm ve Aeps 460 nm’de HPLC yontemi ile tayin yapilmigtir (138).
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Benzer bir yontemle insan saginda ofloksasin, norfloksasin ve siprofloksasin
birlikte tayin edilmiglerdir. Norfloksasin i¢ standardi ile fluoresans dedektérii
ile Ags 295 nm ve Aems 490 nm’de, ters faz C,3 kolonu ve asetonitril-
ortofosforik asit-tetrabutilamonyum hidroksit hareketli fazi kullamlmmgtir
(139).

Ohkubo ve arkadaslan, ofloksasin’in cilt dokusu ile serum dizeyleri
arasindaki iligkiyi tayin etmiglerdir. Ekstraksiyon islemi yapilmadan
proteinlerinden kurtarilmasi i¢in Molcut II membran filtresinden siiziildiikten
sonra homojenize edilen cilt 6mekleri fenil sabit faz kullamlarak 6n kolonda
konsantre edilmis ve sonra ODS sabit faz kullamilarak analitik kolona
verilmigtir. Tayin lomefloksasin i¢ standard: kullamlarak UV dedektor ile 300
nm’de yapilmstir (140).

Macek ve Ptacek tarafindan insan plazmasindaki ofloksasin’in tayini i¢in yeni
bir yontem gelistirilmigtir. Plazma proteinleri asetonitril ile g¢oktiiriilerek
siipernatant konsantre edilip ters faz Separon SGX C,s kolonuna enjekte
edilmistir. I¢ standart olarak enoksasin ve hareketli faz olarak tetrahidrofuran-
potasyum fosfat ve bakteri {iremesini 6nlemek i¢in sodyum azid kullamimistir.
Tayin fluorometrik dedektérle Aes 282 nm ve Aenms 450 nm’de yapilmigtir
(141).

Basci ve arkadaslan topik, agizdan ve intravenz alimindan sonra insan géz
stvisindaki ofloksasin’in analizi Novapak C;g ters faz kolonu, metanol-
asetonitril-sitrik asit hareketli faz1 ve pipemidik asit i¢ standard1 kullamilarak
fluoresans dedektor ile Ags 290 nm ve Aeps S00 nm’de gergeklestirilmigtir.
(142).

11.3.2.3. Elektrokimyasal Yontemler

Ofloksasin’in spektrofotometrik analiz yonteminde verilen ofloksasin-Cu(ll)
kompleks olusum yontemi polarografik olarak da incelenmistir. Ofloksasin ile
Cu(Il) arasinda olusan ve polarografik olark aktif olan kompleksin
indirgenmesinden dolay: -0.29 voltta yeni bir pik elde edilmigtir ve ofloksasin-
Cu(IT) kompleksinin pH’ya bagimlihif incelenmigtir (111).

Tamer, A. tarafindan ilk defa ofloksasin’in pH=6 Britton-Robinson
tamponunda damlayan civa elektrotta adsorptive stripping voltametrik tayini
yapimigtir. Yontem -1.0 V’ta 0.079-197.5 pg/ml arabgmnda dogrusal olup
tayin simni 1 ng/ml’dir ve bu yontem tabletlere de uygulanmstir (143).

25



Tungel ve Atkosar tarafindan ofloksasin’in potansiyometrik ve kondiiktometrik
tayini yapilmigtir ve yontem tabletlere de uygulanmstir. Olgiimler igin cam ve
platin elektrotlar kullamlmis ve eklenen titrant hacmine karsi pH ve
iletkenlikteki  degigiklik kaydedilmigtir. ' Doniim noktalarindan tayin
gergeklestirilmigtir. Bu yontemlerle kargilagtinlmak {izere asetik asit igindeki
ofloksasin’in spektorofotometrik tayini yapilmigtir ve iki yontem arasinda fark
Onemsiz bulunmugtur (144).

Bagka bir elektrokimyasal yéntemde ofloksasin’in polarografik ve voltametrik
davranig1 incelenmigtir. Britton-Robinson tamponunda -1.343 voltta dogrusal
taramal: voltametrik pik vermigtir. Sonuglar ofloksasin’in indirgenmesinin
tersinmez oldugunu ve pikin adsorbsiyon Ozelligine sahip oldugunu
gostermistir. Pik akum 8x10“-2x10” M araliginda dogrusaldir ve tayin simn
4x10° M’dir. Farmasotik preparatlarda ofloksasin’in tayini igin tek- styirmal
oscillopolarografik yéntem gelistirilmistir (145).

Zhang ve arkadaglan tarafindan gelistirilen yontemde Tween-80 igeren bir
tamponda ofloksasin -1.46 V’ta polarografik dalga vermistir. Yontem
1.39x107-1.39x10° M araliginda dogrusal olup ve idrar ve serum omeklerine
de uygulanmigtir (146).

Polivinil membranh ofloksasin’in tramadol segici elektrot kullamlarak
elektrokimyasal 6zelligi incelenmis ve 1.0x10-6.3x10° M araliginda dogrusal
olup tayin simrt 3.2x10° M’dir (147).

Rizk ve arkadaglan tarafindan ofloksasin’in saf, dozaj formlarinda ve biyolojik
sivilardaki analizinde, Britton-Robinson tamponunda katodik bir dalga verdigi
gosterilmigtir. Pikin tersinmez, difiizyon kontrollu ve simirh adsorbsiyon
6zelliginin oldugu bulunmustur. Dogru akim ve diferansiyel puls polarografisi
yontemlerinin 5x10°-5x10*M ve 10°-5x10*M araliginda dogrusal oldugu ve
tayin smirmm 3x10” M oldugu bulunmustur (148).

Ofloksasin-Mg kompleklerinin polarografik ve voltametrik davramglan
incelenmis ve amonyum-amonyum kloriir tamponunda ofloksasin-Mg
kompleksinin indirgenmesine dayanan bir pik elde edilmistir. Pik potansiyeli
-1.7 V’ta tersinmez ve adsorbsiyon karekterli olup kompleksde ofloksasin/Mg
orani tespit edilmigtir (149).
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I1.3.2.4. Kapiller Elektroforez Yontemleri

Kapiller afinite zone elektroforez ile baz1 farmasotik bilegiklerin giral ayinm
calismalan Arai ve arkadaslan tarafindan yapilmigtir. Siral segici olarak sigir
serum albumini (BSA) kulanilmig ve elektrolide eklenmistir. Yeni kinolonlarin
siral aymmm igin destek elektrolit olarak fosfat tamponu borat tamponundan
daha uygun bulunmustur ve giral aymmlar pH 7-8 arahifinda
gergeklestirilmigtir. Yontem igin optimum gartlar tayin edilerek, UV dedektor
ile 300 nm’de yapilmigtir (19).

Yeni kinolon ilaglarn optik aymnmlan kapiller elektroforez yontemi ile
saglanmigtir. Ayinim y-siklodekstrin-Zn(II)-D-fenilalanin ¢6zeltisi kullamlarak
yapilmigtir. Aymm mekanizmas:1 siklodekstrin ile kombinasyonlarinda
kinolonlarin Zn(II) ve D-fenilalanin ile ligand degistirici etkilesmesine
dayanmaktadir (150).

Ofloksasin’in siilfanilamid i¢ standardi kullanilarak silika kapiller kolonda ve
boraks tamponu i¢inde UV dedektor ile 280 nm’de kapiller zone elektroforezle

tayini yapilmigtir (151).

Diger yontemlerde ise siral segiciler olarak B-siklodekstrin veya dimetil-p-
siklodekstrin  kullamlarak kapiller elektroforezle ayinmlan saglanmistir
( 152-154).

I1.3.2.5. Mikrobiyolojik Yontemler

Ofloksasin’in gesitli mikrobiyolojik yontemler kullamilarak gram (-) ve gram
(+) organizmalara kars1 aktiviteleri, minumum inhibisyon konsantrasyonlari ve
minumum bakteriyel konsantrasyonlan agar difiizyon, mikrodiliisyon ve tiip
diliisyon teknikleri kullamlarak g¢esitli mikrobiyolojik yontemlerle tayin
edilmistir (21, 31, 40, 68).
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III. DENEYSEL KISIM

I11L.1. Kullamlan Standart Maddeler ve Farmasotik Preparatlar

Bu arastrmada kullamlan standart maddelerden enoksasin Eczacibagt Ilag
Pazarlama A.S.’den, ofloksasin ise Hoechst Marion Roussel Sanayi ve Ticaret
A.S.’den temin edilmistir.

Yoéntemlerin preparatlara uygulanmasinda; enoksasin’in piyasada bulunan tek
preparati olan ve 400 mg enoksasin igeren ENOKSETIN® FiLM TABLET
kullamlmis ve aym seri numarali olan preparatlar piyasa eczanelerinden,
ofloksasin ile yapilan preparat callsmalannda ise; 400 mg ofloksasin igeren ve
aym seri numarali TARIVID® FILM TABLET Hoechst Marion Roussel Sanayi
ve Ticaret A.S.’den temin edilmigtir.

Standart maddelerin analiz  sertifikalann  beraberinde gonderildiginden
laboratuvanimuzda yalmz erime dereceleri tekrarlanarak ve ince tabaka
komatografisi ile saflik kontrolleri yapilmigtir. Ayrica her iki maddenin
tabletlerinin de ince tabaka komatografisi ile saflik kontrolleri, asagida verilen
¢oziicii sistemlerinde tabletlerden 0.5 N asetik asitle alnan ekstraksiyon
¢ozeltileri uygulanarak yapilmistir.

1. etil asetat-asetik asit-su (3:1:1)
2. kloroform-asetik asit-dimetilformamit (5:2:5)
3. isopropanol-amonyak-su (6:1:3)

I11.2, Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bromfenol mavisi (=Bromophenol blue) (Surechem.Products. Ltd.)
Bromkrezol moru (=Bromocresol purple) (Surechem.Products. Ltd.; Merck)
Kloroform (Merck) '

Potasyum hidrojen ftalat (Merck)

Asetik asit (Merck)

Hidroklorik asit (Merck)

Sodyum hidroksit (Merck)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
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Sitrik asit (Merck)

pH=4 tamponu (Carlo Erba)
pH=7 tamponu (Carlo Erba)
Slllkajel HF254

IL3. Kullamilan Cihazlar

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
Kangtinic: (IkamagRH-IK A-Labortechnik)
Vorteks (NM 110-Niive)

Ultrasonik banyo (Sonorex)

Santrifiij (NF 1215)

pH metre (Orion110-Niive)

Terazi (Mettler)

Terazi (Libror EB 330H, Shimadzu)
Kombine elektrot

Erime derecesi tayin cihazi (Buchi 535)

I11.4. Kullamlan Cam Malzemeler ve Temizligi

Caligmalarimizda kullamilan balon jojeler, silifli ve agz1 kapakli deney tiipleri,
santrifiyj tipleri, ¢esitli boyutlarda cam pipetler ve beherler gibi cam malzemeler
once ¢esme suyu ve deterjanli su ile yikandiktan sonra % 0.3’likk nitrik asit
yikama ¢ozeltisi ille 15 dakika ultrasonik banyoda muamele edilmistir. Sonra
tekrar distile su ile yikanip oda sicakliginda kurutulmugtur.

II1.5. Kullamilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Enoksasin stok standart c¢ozeltisi a) (Img/ml): 100 mg standart enoksasin
tartilip, 100 ml’ye 0.5 N asetik asitle tamamlanmagtir.

b) (10 M): 32.03 mg standart enoksasin tartthp, 3 ml 0.5 N asetik asit iginde
¢Oziilmiis ve 100 ml’ye distile su ile tamamlanmigtir.
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Ofloksasin stok standart cézeltisi (10> M): 36,14 mg standart ofloksasin tartilip,
2 ml 0.5 N asetik asit iginde ¢6ziilmiis ve 100 ml’ye distile su ile tamamlanmgtir.

Bromkrezol moru ¢ozeltisi: 162 mg bromkrezol moru tartthp, 20 ml % 96’k
etanolde ¢6ziilmiis ve 100 ml’ye distile su ile tamamlanmgtir.

Bromfenol mavisi ¢ozeltisi: 2)100 mg bromfenol mavisi tartilip, 100 ml;ye Me-
ilvaine sitrat tamponu ile tamamlanmigtir.

b) 134 mg bromfenol mavisi tartilip, 20 ml % 96’lik etanolde ¢6ziilmiis ve 100
ml’ye distile su ile tamamlanmgtir.

Mc-ilvaine sitrat tamponu: 21.0 g sitrik asit 200 ml 0.1 N sodyum hidroksit
¢ozeltisinde ¢oziiliip, 1 It’ye distile su ile tamamlanmigtir. 0.2 M disodyum
hidrojen fosfat ¢ozeltisi eklenerek istenen pH’ya ayarlanmgtir.

Potasyum hidrojen ftalat tamponu (0.1 M): 1.020 g potasyum hidrojen ftalat
tartilip, 50 ml’ye distile su ile tamamlanmg ve 0.1 M hidroklorik asit veya 0.1 M
sodyum hidroksit eklenerek, istenen pH’ya ayarlanmigtir.

Disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (0.1 M): 17.907 g disodyum hidrojen fosfat
tartilip, 250 mI’ye distile su ile tamamlanmagtir.

Asetik asit ¢dzeltisi (0.5 N): Bir miktar su iizerine 28.6 ml glassiyel asetik asit
konulup, daha sonra 1 It’ye distile su ile tamamlanmigtir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (0.1 M): Bir miktar su iizerine 8.3 ml derisik
hidroklorik asit konulup, daha sonra 1 It’ye distile su ile tamamlanmistir.

Sodyum hidroksit ¢dzeltisi (0.1 M): 1.0 g sodyum hidroksit tartilip, 250 ml’ye
distile su ile tamamlanmigtir.
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II1.6. Enoksasin’in Miktar Tayini icin Uygulanan UV-GB Spektrofotometrik
Yontemler

IIL.6.1. Enoksasin’in 0.5 N Asetik Asit Cozeltisinde Direkt Miktar Tayini

Yontemi

I11.6.1.1. Miktar tayini i¢in UV Spektrumunda Dalga Boyu Sec¢imi

100 ppm enoksasin g¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlanan 8 ppm’lik enoksasin
¢ozeltisinin UV spektrumu alinmi§ ve Apars 268 nm ve Apa 338 nm’de £ degerleri
hesaplanmustir.

I11.6.1.2. Kalibrasyon Cahsmalan

Enoksasin stok ¢o6zeltisinden (I mg/ml) uygun miktarda seyreltme iglemi
yapilarak 100 ppm’lik bir ¢ozelti hazirlanmig ve bu gézeltiden uygun miktarlarda
(0.01-13 ml) almip 25 ml’ye yapilan seyreltmelerle 0.04-52 ppm arasindaki
derigimlerde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Cok seyreltik ¢ozeltiler 6lgiimlerden hemen
once hazirflanmugtir. Elde edilen ¢6zeltilerin 268 ve 338 nm dalga boylarinda
absorbans degerleni Olgiilmiistiir. Tiim o6lgiimler oda sicakhiginda 25+1°C’de
yapilmigtir. Derigime kargi absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon
egrileri ¢izilmigtir. Tayin edilebilen en kiigiik derigim ve kalibrasyon egrilerinden
miktar tayini yapilabilecek derisim arahklan saptanarak bu dogrulara ait
kalibrasyon denklemleri ve korrelasyon katsayilari hesaplanmistir.

II1. 6.1.3. Yontemin Tablete Uygulanmas:

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmis, bir
tablete egdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25’er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmistir. Bu ¢6zeltiden uygun miktarlarda
diliisyonlar yapilarak hazirlanan ¢6zeltilerin 268 ve 338 nm’de absorbsiyonlarn
o6l¢iilmiis ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.
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IL6.2. Enoksasin’in Bromfenol Mavisi ile Iyon Cifti Kompleksi
Olusturulmasma Dayanan Miktar Tayini Yontemi

Enoksasin’in miktar tayini ig¢in enoksasin-bromfenol mavisi ile iyon ¢ifti
kompleksi olusumuna dayanan yontem geligtirme g¢aligmasinda 6nce kullamlan
yontemin optimizasyonu yapilmig ve daha sonra gelistirilen yontem enoksasin
igeren tabletlere uygulanmigtir.

I11.6.2.1. Yontem

Enoksasin stok ¢ozeltisinden (1 mg/ml) uygun miktarda seyreltme islemi
yapilarak 100 ppm’lik bir ¢ozelti hazirlanmig ve bu ¢ozeltiden uygun miktarlarda
(0.03-1.5 ml) alinan enoksasin ¢ozeltileri silifli ve agzi kapakh deney tiipiine
konulmus ve iizerine 1 ml pH’s1 4 olan Mc-ilvaine sitrat tamponunda hazirlanmmg
bromfenol mavisi ¢6zeltisinden eklenmistir. Sonra 5 ml kloroform ilave edilip, 1
dakika vortekslenmis ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmigtir. Organik faz
alinarak, olusan san renkli enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin
aborbans1 hazirlanan koér ¢6zeltisine kargi 412 nm’de okunmustur ve iyon ¢ifti
kompleksinin € degeri hesaplanmigtir.

I11.6.2.2. Yontemin Optimizasyonu

11.6.2.2.1. Mc-ilvaine Sitrat Tamponunun pH’s:

Bunun i¢in pH=3.6; 3.8; 4.0; 4.2; 4.5 olan Mc-ilvaine sitrat tamponlan denenmig
en iyi pH degeri tespit edilmigtir.

I11.6.2.2.2. Kanistirma siiresi

Hazirlanan ¢ozeltiler degisik kanstirma siirelerinde (1; 1.5; 2; 2.5 dakika)
vortekslenmigtir.
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I11.6.2.2.3. Kompleksin Birlesim Oram

Olugturulan enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlesim oranimn
bulunmasi i¢in ‘Job=Devamli Degismeler Yoéntemi® kullanilmigtir. Bunun igin,
aym derisimde (10° M) hazirlanan enoksasin ve bromfenol mavisi stok
¢ozeltilerinden asagida verilen hacimlerde alinarak yéntem kisminda anlatildid
gibi enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksleri olusturulmustur. Mol
kesrine (enoksasin/enoksasin+bromfenol mavisi) kargt okunan absorbanslar
grafife gecirilmis ve olusan iyon ¢ifti kompleksinde enoksasin : bromfenol mavisi
oran1 bulunmusgtur.

6 ml enoksasin + O ml bromfenol mavisi
5 ml enoksasin + 1 ml bromfenol mavisi
4 ml enoksasin + 2 ml bromfenol mavisi
3 ml enoksasin + 3 ml bromfenol mavisi
2 ml enoksasin + 4 ml bromfenol mavisi
1 ml enoksasin + 5 ml bromfenol mavisi
0 ml enoksasin + 6 ml bromfenol mavisi
111.6.2.2.4. Kompleksin Stabilitesi

Olusan 1iyon ¢ift kompleksinin stabilitesi, belirli zaman araliklannda
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

I11.6.2.2.5. Kalibrasyon Calismalan

100 ppm’lik enoksasin gozeltisinden 0.03-1.5 ml ¢ézeltiler alinarak hazirlanan
0.6-30 ppm derisimindeki ¢ozeltilere gelistirilen yontem uygulanarak 412 nm’de
absorbans degerleni Olgiilmiigtiir. Her bir 6lgiim 10 degerin ortalamasidir. Tiim
Olgiimler oda sicakhiginda 25+1°C’de yapilmugtir. Derisime karsi absorbans
degerlen grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Aynca bu y6ntemin
tayin edilebilen en kiigiik derigim degeri, dogrusallik araligs, kalibrasyon denklemi
ve korrelasyon katsayis1 bulunmugtur.
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I11.6.2.2.6. Yontemin Tablete Uygulanmasi

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmig, bir
tablete esdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25°er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmistir. Bu ¢ozeltiden gerekli miktarlarda
alinarak enoksasin standardina uygulanan sartlarda bromfenol mavisi ile iyon ¢ifti
kompleksi olusturulmustur. Sonugta olusan sari renkli iyon ¢ifti kompleksinin
absorbansi, kor ¢ozeltisine karg1 412 nm’de okunmugtur.
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IIL6.3. Enoksasin’in Bromkrezol Moru ile Iyon Cifti Kompleksi
Olusturulmasma Dayanan Miktar Tayini Yontemi

Enoksasin’in bromkrezol moru ile iyon ¢ifti kompleksi olusumuna dayanan yeni
bir yontem gelistirilmig ve bu yéntemin optimizasyonu yapilmis ve daha sonra bu
yontem enoksasin igeren tablete de uygulanmigtir.

111.6.3.1. Yontem

Enoksasin stok ¢ozeltisinden (10° M) uygun miktarlarda (0.04-3.5 ml) alman
enoksasin ¢ozeltileri gilifli ve agzi kapakli deney tiipiine konulmus ve iizerine 1
ml pH’s1 3.3 olan 0.1 M potasyum hidrojen ftalat tamponu ve 5 ml bromkrezol
moru  ¢Ozeltisinden eklenmistir. Sonra 5 ml kloroform eklenip, 1 dakika
vortekslenmis ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmigtir. 1.0 ml organik fazdan
almip, 10 ml’ye kloroform ile tamamlanmgtir. Olusan sar renkli enoksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin absorbansi, hazirlanan kor ¢ozeltisine
karg1 410 nm’de okunmugtur ve iyon ¢ifti kompleksinin € degeri hesaplanmigtir.

I11.6.3.2. Yontemin Optimizasyonu

I11.6.3.2.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s1

Bunun ig¢in pH=2.5; 3.0; 3.3; 3.4; 3.5; 4.0 olan potasyum hidrojen ftalat
tamponlan denenmistir.

111.6.3.2.2 Kanstirma Siiresi

Hazirlanan ¢ozeltiler degigik kangtirma siirelerinde (1; 1.5; 2; 2.5 dakika)
vortekslenmigtir.
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I11.6.3.2.3.Kompleksin Birlesim Oram

Olusturulan enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin birlegim oranimin
bulunmas1 i¢in ‘Job=Devamh Degismeler Yontemi’ kullamlmugtir. Bunun igin,
aym derisimde (10° M) hazirlanan enoksasin ve bromkrezol moru stok
¢Ozeltilerinden agagida verilen hacimlerde alinarak yéntem kisminda anlatildig:
gibi enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksleri olusturulmustur. Mol
kesrine (enoksasin/enoksasin+bromkrezol moru) Kkarsi okunan absorbanslar
grafige gegirilmig ve olugan iyon ¢ifti kompleksinde enoksasin : bromkrezol moru
oranit bulunmustur.

6 ml enoksasin + 0 ml bromkrezol moru
5 ml enoksasin + 1 ml bromkrezol moru
4 ml enoksasin + 2 ml bromkrezol moru
3 ml enoksasin + 3 ml bromkrezol moru
2 ml enoksasin + 4 ml bromkrezol moru
1 ml enoksasin + 5 ml bromkrezol moru
0 ml enoksasin + 6 ml bromkrezol moru

I11.6.3.2.4. Kompleksin Stabilitesi

Olugan iyon ¢ifti kompleksinin stabilitesi, belirli zaman araliklarinda
spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir.

I11.6.3.2.5. Kalibrasyon Cahsmalan

Enoksasin stok gozeltisinden (10 M) 0.04-3.5 ml ¢ozeltiler alarak hazirlanan
0.26-22.42 ppm derisimindeki ¢ozeltilere geligtirilen yéntem uygulanarak 410
nm’de absorbans degerleri 6lgiilmiigtiir. Her bir dl¢iim 6 dederin ortalamasidir.
Tiim ol¢iimler oda sicaklifinda 25+1°C’de yapilmigtir. Derigime karg1 absorbans
degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmigtir. Ayrica bu yontemin
tayin edilebilen en kiigiik derigim degeri, dogrusallik aralifs, kalibrasyon denklemi
ve korrelasyon katsayis1 bulunmugtur.
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I11.6.3.2.6.Yontemin Tablete Uygulanmasi

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmig, bir
tablete esdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25’er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmigtir. Bu ¢6zeltiden gerekli miktarlarda
alinarak enoksasin - standardina uygulanan sartlarda bromkrezol moru ile iyon ¢ifti
kompleksi olusturulmugtur. Sonugta olusan sar1 renkli iyon ¢ifti kompleksinin
absorbansi, kor ¢ozeltisine kargt 410 nm’de okunmugtur.
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I11.7. Ofloksasin’in Miktar Tayini i¢in Uygulanan UV-GB Spektrofotometrik
Yontemler

IIL7.1. Ofloksasin’in 0.5 Asetik Asit Cozeltisinde Direkt Miktar Tayini
Yontemi

II1.7.1.1. Miktar Tayini i¢in UV Spektrumunda Dalga Boyu Se¢imi

100 ppm ofloksasin ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlanan 8 ppm’lik ofloksasin
¢Ozeltisinin Ampays 293 nm’de UV spektrumu alinmig ve € degerleri hesaplanmigtir.

I11.7.1.2. Kalibrasyon Cahsmalar

Ofloksasin stok ¢ozeltisinden (1 mg/ml) uygun miktarda seyreltme islemi
yapilarak 100 ppm’lik bir ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden uygun miktarlarda
(0.005-4 ml) almp 10 ml’ye yapilan seyreltmelerle 0.05-40 ppm arasindaki
denisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Cok seyreltik ¢ozeltiler dlgiimlerden hemen
once hazirlanmigtir. Elde edilen ¢6zeltilerin 293 nm dalga boyunda absorbans
degerleri olgulmiigtir. Tim Olgiimler oda sicakhiginda 25+1°C’de yapilmigtir.
Derisime kargt absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri
¢izilmigtir. Tayin edilebilen en kiigiik derisim ve kalibrasyon egrisinden miktar
tayini yapilabilecek derisim aralifi saptanarak bu dogruya ait kalibrasyon
denklemi ve korrelasyon katsayis1 hesaplanmugtir.

II1. 7.1.3. Yontemin Tablete Uygulanmasi

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmig, bir
tablete esdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25%er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmistir. Bu ¢ozeltiden gerekli miktarlarda
diliisyonlar yapilarak hazirlanan ¢6zeltilerin 293 nm’de absorbsiyonlan 6lgiilmiig
ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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ML7.2. Ofloksasin’in Bromfenol Mavisi ile Iyon Cifti Kompleksi
Olusturulmasma Dayanan Miktar Tayini Yontemi

Ofloksasin’in miktar tayini i¢in ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksi
olusumuna dayanan yeni bir yontem gelistirilmis ve bu kompleks igin gerekli
sartlar optimize edilmigtir. Sonugta olusan iyon ¢ifti kompleksi spektrofotometrik
olarak tayin edilerek yontem ofloksasin tabletine de uygulanmigtir.

II1.7.2.1. Yontem

Ofloksasin stok gozeltisinden (10 M) uygun miktarlarda (0.07-2.7 ml) alman
ofloksasin ¢ozeltileri silifli ve agz1 kapakh deney tiipiine konulmus ve iizerine 1
ml pH’s1 3.0 olan 0.1 M potasyum hidrojen ftalat tamponu ve 5 ml bromfenol
mavisi (b) ¢ozeltisinden eklenmigtir. Sonra 5 ml kloroform eklenip, 1 dakika
vortekslenmis ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmigtir. 1.0 ml organik fazdan
almp, 10 ml’ye kloroform ile tamamlanmigtir. Olusan san renkli enoksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin absorbansi, hazirlanan kér ¢ozeltisine
kars1 414 nm’de okunmugtur ve iyon ¢ifti kompleksinin € degeri hesaplanmigtir.

I11.7.2.2. Yontemin Optimizasyonu

I11.7.2.2.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s:

Bunun i¢in pH=2.5; 3.0; 3.2; 3.3; 3.4; 3.5; 4.0 olan potasyum hidrojen ftalat
tamponlan kullamlmistir.

I11.7.2.2.2. Kanstirma Siiresi

Hazirlanan g¢ozeltiler degisik kangtrma siirelerinde (1/2; 1; 1.5; 2; dakika)
vortekslenmigtir.

39



I11.7.2.2.3. Kompleksin Birlesim Oram

Olugturulan ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlesim
oranmin bulunmasi i¢in ‘Job=Devamli Degismeler Yoéntemi’ kullanilmagtir.
Bunun igin, aym derisimde (10 M) hazirlanan ofloksasin ve bromfenol mavisi
stok ¢ozeltilerinden agagida verilen hacimlerde alinarak yontem kisminda
anlatildigy  gibi  ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksleri
olugturulmugtur. Mol kesrine (ofloksasin/ofloksasin+bromfenol mavisi) karst
okunan absorbanslar grafie gegirilmis ve olusan iyon ¢ifti kompleksinde
ofloksasin : bromfenol mavisi oram1 bulunmugtur.

6 mi ofloksasin + O ml bromfenol mavisi
5 ml ofloksasin + 1 ml bromfenol mavisi
4 ml ofloksasin + 2 ml bromfenol mavisi
3 ml ofloksasin + 3 ml bromfenol mavisi
2 ml ofloksasin + 4 ml bromfenol mavisi
1 ml ofloksasin + 5 ml bromfenol mavisi
0 ml ofloksasin + 6 ml bromfenol mavisi
I1L.7.2.2.4. Kompleksin Stabilitesi

Olusan iyon - ¢ifti kompleksinin stabilitesi, belirli zaman araliklarinda
spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir.

11.7.2.2.5. Kalibrasyon Calismalar:

Ofloksasin stok ¢ozeltisinden (107 M) 0.07-2.7 ml ¢ozeltiler alinarak hazirlanan
0.51-19.52 ppm derisimindeki ¢ozeltilere geligtirilen yontem uygulanarak 414
nm’de absorbans degerleri 6lgiilmigtiir. Her bir ol¢iim 6 dederin ortalamasidir.
Tim 6lgiimler oda sicakliginda 25+1°C’de yapilmigtir. Derigime karsi absorbans
degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmigtir. Ayrica bu yontemin
tayin edilebilen en kiigiik derigim degeri, dogrusallik aralig;, kalibrasyon denklemi
ve korrelasyon katsayisi bulunmugtur.



I11.7.2.2.6. Yontemin Tablete Uygulanmas:

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmis, bir
tablete esdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25’er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmigtir. Bu ¢6zeltiden gerekli miktarlarda
almarak ofloksasin standardina uygulanan sartlarda bromfenol mavisi - ile
kompleks olusturulmugtur. Sonugta olusan san renkli iyon ¢ifti kompleksinin
absorbansi, kér ¢ozeltisine karsi 414 nm’de okunmugtur.
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IIL7.3. Ofloksasin’in Bromkrezol Moru ile Iyon Cifti Kompleksi
Olusturulmasima Dayanan Miktar Tayini Yontemi

Ofloksasin ile bromkrezol moru ¢ozeltisi kullanarak iyon ¢ifti kompleksi
olusturulmug ve bu kompleks igin gerekli sartlar optimize edilmigtir. Daha sonra
gelistirilen bu yontem ofloksasin igeren tablete de uygulanmigtir.

I11.7.3.1. Yontem

10® M ofloksasin stok gozeltisinden uygun miktarlarda (0.06-2.5 ml) alman
ofloksasin ¢ozeltileri, silifli ve agz1 kapakh deney tiipiine konulmus ve iizerine 1
ml pH’s1 3.1 olan 1 M potasyum hidrojen ftalat tamponu ve 5 ml bromkrezol
moru ¢ozeltisinden eklenmigtir. Sonra 5 ml kloroform eklenip, 1 dakika
vorteklenmig ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijjlenmigtir. 1.0 ml organik fazdan
alinip, 10 ml’ye kloroform ile tamamlanmigtir. Olugan san renkli ofloksasin-
bromkrezol moru kompleksinin absorbans1 hazirlanan kér ¢ozeltisine kars: 408
nm’de okunmustur. Olusan iyon ¢ifti kompleksinin € degeri hesaplanmigtir.

I11.7.3.2. Yontemin Optimizasyonu

I11.7.3.2.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s1

Bunun igin pH=2.5; 3.0; 3.1; 3.3; 3.5; 4.0 olan potasyum hidrojen ftalat
tamponlan kullanilmigtir.

I11.7.3.2.2. Karigtirma Siiresi

Hazirlanan ¢o6zeltiler degisik kanstirma sirelerinde (1; 1.5; 2; 2.5 dakika)
vortekslenmigtir.
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I11.7.3.2.3. Kompleksin Birlesim Oram

Olusturulan ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin birlesim oraninin
bulunmast i¢in ‘Job=Devamh Degigmeler Yéntemi’ kullamilmigtir. Bunun igin,
aym derisimde (10° M) hazirlanan ofloksasin ve bromkrezol moru stok
¢Ozeltilerinden asagida verilen hacimlerde alinarak yontem kisminda anlatildids
gibi ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksleri olusturulmustur. Mol
kesrine (ofloksasin/ofloksasin+tbromkrezol moru) kargt okunan absorbanslar
grafige gecirilmis ve olusan iyon ¢ifti kompleksinde ofloksasin: bromkrezol moru
oram1 bulunmugtur.

6 m! ofloksasin + 0 ml bromkrezol moru
5 mi ofloksasin + 1 ml bromkrezol moru
4 ml ofloksasin + 2 ml bromkrezol moru
3 ml ofloksasin + 3 ml bromkrezol moru
2 ml ofloksasin + 4 ml bromkrezol moru
1 ml ofloksasin + 5 ml bromkrezol moru
0 ml ofloksasin + 6 ml bromkrezol moru
I11.7.3.2.4. Kompleksin Stabilitesi

Olusan iyon ¢ifti kompleksinin stabilitesi, belirli zaman arahklannda
spektrofotometrik olarak tayin edilmigtir.

I11.7.3.2.5. Kalibrasyon Cahsmalan

Ofloksasin stok ¢ozeltisinden (10 M) 0.06-2.5 ml ¢o6zeltiler alinarak hazirlanan
0.43-18.07 ppm derisimindeki ¢ozeltilere gelistirilen yontem uygulanarak 408
nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiigtiir. Her bir olgiim 6 degerin ortalamasidir.
Tiim 6lgiimler oda sicakhiginda 25+1°C°de yapilmigtir. Derigime karsi absorbans
degerleni grafife gecinilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmigtir. Ayrica bu yontemin
tayin edilebilen en kiigiik derigim degeri, dogrusallik arali1, kalibrasyon denklemi
ve korrelasyon katsayis1 bulunmugtur.
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I11.7.3.2.6. Yontemin Tablete Uygulanmasi

Metanolle silinerek film tabakasi alinmig 20 tablet havanda iyice toz edilmis, bir
tablete egdeger miktarda tam olarak tartilan toz, 4 kez 0.5 N asetik asit ile 25’er
ml’lik porsiyonlar halinde ekstre edilmistir. Bu ¢6zeltiden gerekli miktarlarda
alinarak ofloksasin standardina uygulanan sartlarda bromfenol mavisi ile
kompleks olusturulmugtur. Sonugta olusan sann renkli iyon ¢ifti kompleksinin
absorbansi, kor ¢ozeltisine karg1 408 nm’de okunmugtur.



IV. BULGULAR

Enoksasin ve ofloksasin standartlanmn erime derecelerine bakilarak génderilen
analiz sertifikalarina uygun oldugu bulunmugtur. Aynca her iki maddenin ve
tabletlerinin ince tabaka kromatografisi ile saflik kontrolierinde, maddelerin ve
tabletlerinin leke ve R degerleri aym bulunmug ve tabletlerde bozunma iiriiniine
rastlanmamagtir.

IV.1. Enoksasin’in 0.5 N Asetik Asit Cozeltisinde Direkt Miktar Tayini
Yontemine Ait Bulgular

IV.1.1. Miktar Tayini Yapilacak Dalga Boyunun Sec¢imi ve Kalibrasyon
Cahsmalan

Enoksasin’in 0.5 N asetik asit ¢ozeltisi iginde UV spektrumunda Ay, 268 nm (g
3.53x10%) ve 338 nm (g 1.53x10*) de olmak iizere iki band goriilmektedir (Sekil
IV.1). Her bir € degeri alti tekrarin ortalamasidir.
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Sekil IV.1. Enoksasin’in 0.5 N asetik asit igindeki UV spektrumu (8 ppm
derigiminde)
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Cesitli derigimlerde (0.04-52 ppm) hazirlanan enoksasin ¢6zeltilerinin Agyai, 268
ve Amas 338 nm’de dogrusal oldugu derigimler ve absorbans degerleri sirasiyla
Cizelge IV.1de ve kalibrasyon dogrulan $ekil IV.2 ve Sekil IV.3de verilmigtir.

Cizelge IV.1. Enoksasin’in gesitli derigimlerinde her iki dalga boyunda okunan
absorbans degerleri (n=10)

268 nm’de 338 nm’de
Derisim  Absorbans Derisim Absorbans

(ppm) (ppm)
0.20 0.026 0.28 0.014
0.28 0.035 0.40 0.020
0.40 0.045 1.20 0.058
1.60 0.177 1.60 0.079
2.00 0.223 2.40 0.116
2.40 0.267 2.80 0.139
2.80 0.306 8.00 0.387
3.60 0.393 10.00 0.480
4.00 0.442 12.00 0.579
8.00 0.861 14.00 0.670
12.00 1.290 16.00 0.774
14.00 1.506 18.00 0.867
16.00 1.716 20.00 0.964
18.00 1.932 22.00 1.059
20.00 2.143 26.00 1.240
28.00 1.341
32.00 1.542
34.00 1.631
40.00 1.918
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Sekil IV.2. 0.5 N asetik asit igindeki enoksasin’in kalibrasyon dogrusu (Amaxs 268
nm)
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Sekil IV.3. 0.5 N asetik asit igindeki enoksasin’in kalibrasyon dogrusu (Amaxs 338
nm)

Belirtilen derisim arahiginda hazirlanan enoksasin ¢ozeltilerinin her iki dalga

boyunda dogrusallik aralifi , kalibrasyon denklemi, korrelasyon katsayis1 ve alt
teshis sinin Cizelge I'V.2.”de verilmistir.
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Cizelge IV.2. Enoksasin’in her iki dalga boyunda alt teshis simn, dogrusalhik
aralify, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi

Dalga | Alt Teshis | Dogrusallhik Kalibrasyon Korrelasyon
Boyu S Arah@ Denklemi Katsayisi
(nm) (ppm) (ppm)
268 nm 0.08 0.20-20 y=0.0072 +0.1069x | r=0.9999
338 nm 0.10 0.28-40 y =0.0021 +0.0479x | r=0.9999

IV.1.2. Yontemin Tablete Uygulanmasma Ait Sonuclar

Enoksasin’in 0.5 N asetik asit ¢ozeltisinde direkt miktar tayini y6nteminde
anlatildign gibi hazirlanan Enoksetin® tablete ait ¢ézeltilerin 268 ve 338 nm’de
absorbsiyonlan ol¢iilmiis ve elde edilen degerler Cizelge IV.3. ve Cizelge
IV.4.°de verilmistir. Bu yontemde; tablette bulunan yardimci maddeler
enoksasin’in UV spektrumunda herhangi bir girisime neden olmamgstir (400
mg/tablet).

Cizelge IV.3. Apas 268 nm’de Enoksetin® tablete ait sonuglar (11.66 ppm’lik
¢ozelti ve n=7)

Numune | Absorbans Bulunan Bulunan Istatistiksel
No mg/Tablet % Miktar Sonuclar
1 1.258 401.40 100.35
2 1.263 403.00 100.75
3 1.255 400.44 100.11 S$=0.31
4 1.251 399.16 99.79 S$+=0.12
5 1.254 400.12 100.03 X=100.25 +0.12
6 1.257 401.08 100.27
7 1.259 401.72 100.43
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Cizelge TV.4. Apas 338 nm’de Enoksetin® tablete ait sonuglar (11.66 ppm’lik
¢ozelti ve n=7)

Numune | Absorbans Bulunan Bulunan Istatistiksel
No mg/Tablet % Miktar Sonuclar
1 0.559 398.84 99.71
2 0.552 393.84 98.46
3 0.557 397.44 99.36 S =0.50
4 0.558 398.12 99.53 S5=0.19
5 0.558 398.12 99.53 X=99.48 £ 0.19
6 0.559 398.84 99.71
7 0.561 400.28 100.07
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IV.2. Enoksasin-Bromfenol Mavisi Iyon Cifti Kompleksi Olusturulmas:
Yontemine Ait Bulgular

Enoksasin-bromfenol mavisi iyon gifti kompleksinin UV spektrumu Sekil IV.4°de
verilmigtir.

DATA PROCESSING YsN ?
+0.70A y ' *
0.100 -
CAsDIV.) ' .
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Sekil IV .4. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin kloroform iginde
UV spektrumu (8 ppm derigiminde)

Bu olusan iyon ¢ifti kompleksinin Ay, 412 nm’de € degeri 1.31x10% olup €
degeri alt1 tekrarin ortalamasidir.
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IV.2.1. Yontem Optimizasyonuna Ait Sonuglar

IV.2.1.1. Mc-ilvaine Sitrat Tamponunun pH’s1

Mc-ilvaine tamponlan ile yapilan pH taramasinda enoksasin-bromfenol mavisi
iyon ¢ifti kompleksinin olugumu igin en 1yi pH degerinin 4 oldugu tespit edilmis
ve sonuglar Cizelge IV.5 ve Sekil IV.5’de verilmigtir

Cizelge IV.5. Cesitli pH degerlerindeki Mc-ilvaine sitrat tamponunda enoksasin-
bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksine ait absorbans degerleri (8 ppm’lik ¢6zelti
ve n=3) .

Mec-ilvaine Ortalama
Sitrat Absorbans
Tamponunun Degerleri
pH’s1
3.6 0.206
3.8 0.275
4.0 0.327
4.2 0.256
4.5 0.201
v
® 0'3 r S
s
o024
2
<014
0 t — —
3 35 4 45 5
| "

Sekil IV.5. Mc-ilvaine sitrat tamponununda enoksasin-bromfenol mavisi iyon g¢ifti
kompleksinin pH- absorbans grafigi
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IV.2.1.2. Kanstirma Siiresi

Iyon ¢ifti kompleksinin olusumu igin ¢ozeltiler gesitli kangtrma siirelerinde
vortekslenmis ve sonugta en iyi karigtirma siiresinin 1 dakika oldugu bulunmustur.

1V.2.1.3. Kompleksin Birlesim Oram

‘Job =Devamh Degismeler Yontemi’ kullamlarak olusan iyon ¢ifti kompleksinde
enoksasin:bromfenol mavisi oram spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve
oranin 1:1 oldugu goriilmiistiir (Cizelge IV.6 ve Sekil IV.6).

Cizelge IV.6. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlesim
oranina ait sonuglar

Mol Kesri | Absorbans
0.167 0.383
0.333 0.585
0.500 0.702
0.667 0.580
0.833 0.335

1
08 +

Absorbans
e o
- [-]

e
N
N
Y

0 : : : :

0 0,2 04 0,6 0.8 1

Enoksasin/Enoksasin+Bromfenol mavisi

Sekil IV.6. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlegim oram
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1V.2.1.4. Kompleksin Stabilitesi

Belirli zaman araliklannda yapilan absorbans o6lgiimleri sonucunda enoksasin-
bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin 2 saat dayanikh oldugu bulunmugtur.

IV.2.1.5. Kalibrasyon Cahsmalan

Amaks 412 nm’de yapilan kalibrasyon galigmalari sonucunda enoksasin-bromfenol
mavisi iyon ¢ifti kompleksinin 2-20 ppm derigim arah@nda dogrusal oldugu
bulunmustur. Sonugta elde edilen absorbans degerleri Cizelge IV.7°de ve
kalibrasyon dogrusu ise Sekil IV.7’de verilmigtir.

Cizelge IV.7. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin gesitli
derigimlere karsi okunan absorbans degerleri (Apas 412 nm, n=10)

Derisim (ppm) | Absorbans
2.00 0.066
4.00 0.154
6.00 0.240
8.00 0.329
10.00 0.419
12.00 0.498
14.00 0.587
16.00 0.668
20.00 0.844
1
K 08 +
2
S o064
§ 04 4
<
02+
0 + t + -+
0 5 10 15 20 25
Derisim (ppm)

Sekil IV.7. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin kalibrasyon
dogrusu (Anaxs412 nm)

53



Belirtilen derigim aralifinda hazirlanan ¢ézeltiler igin; alt teshis sinir1, dogrusalhk
arahigy, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayis1 Cizelge I'V.8°de verilmigtir.

Cizelge IV.8. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin alt teshis sinir1,
dogrusalhk aralif, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi

Alt Teghis Smmirn | De@rusalhk Kalibrasyon Keorrelasyon
(ppm) Arah@ Denklemi Katsayis1
(ppm)
0.80 2-20 y =0.0431x-0.0178 r=0.9999

IV.2.1.6. Yontemin Tablete Uygulanmasina Ait Sonuclar

Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksi olusturmak i¢in kullamlan
yontem, ENOKSETIN® FILM TABLETE uygulanmastyla elde edilen sonuglar ve
istatistiksel degerlendirilmeleri Cizelge I'V.9’da verilmigtir (400 mg/tablet).

Cizelge IV.9. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksi yonteminde
Enoksetin® tablete ait sonuglar (11.66 ppm’lik ¢ozelti ve n=6)

Numune | Absorbans Bulunan Bulunan % Istatistiksel
No ‘mg/Tablet Miktar Sonuclar
1 0.488 401.84 100.46
2 0.477 393.84 98.46 S=1.56
3 0.486 401.00 100.25 Sz=0.64
4 0.466 385.08 96.27 X=98.79+0.64
5 0.475 392.24 98.06
6 0.481 397.00 99.25
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IV.3. Enoksasin-Bromkrezol Moru Iyon Cifti Kompleksi Olusturulmas:
Yontemine Ait Bulgular

Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin UV spektrumu Sekil IV.8°de
verilmistir.
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Sekil IV.8. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin kloroform iginde
UV spektrumu (6.41ppm derigiminde)

Bu olugan iyon ¢ifti kompleksinin 410 nm’deki € degeri 1.66x10* olup & degeri
alt1 tekrarin ortalamasidir.
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IV.3.1. Yontem Optimizasyonuna Ait Sonuclar
IV.3.1.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s:

Potasyum hidrojen ftalat tamponu ile yapilan pH taramasinda enoksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin olugumu igin en iyi pH degerinin 3.3
oldugu tespit edilmig ve sonuglar Cizelge IV.10 ve Sekil I'V.9’de verilmistir

Cizelge 1V.10. Cesitli pH degerlerindeki potasyum hidrojen ftalat tamponunda
enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksine ait absorbans degerleri
(6.41ppm’lik ¢ozelti ve n=3)

Potasyum Hidrojen | Ortalama
Ftalat Absorbans
Tamponunun Degerleri
pH’s1
2.7 0.281
3.0 0.310
3.3 0.332
3.4 0.300
3.5 0.265
4.0 0.222
0,5
04 4+
)
E 031 '/‘/\\'
S
2024
<
01+
0 1 t
2 3 4 5
pH

Sekil IV.9. Potasyum hidrojen ftalat tamponunda enoksasin-bromkrezol moru
iyon ¢ifti kompleksinin pH-absorbans grafigi
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IV.3.1.2. Kanstirma Siiresi

Iyon ¢ifti kompleksi olugumu igin ¢ozeltiler ¢esitli kangtirma siirelerinde
vortekslenmis ve sonugta en iyi kangtirma siiresinin 1 dakika oldugu
bulunmugtur.

1V.3.1.3. Kompleksin Birlesim Oram

‘Job=Devamli Degismeler Yontemi’ kullamlarak olusan kompleksde
enoksasin:bromkrezol moru oram spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve bu
oranin 1:1 oldugu tespit edilmigtir (Cizelge IV.11 ve Sekil IV.10).

Cizelge IV.11. Enoksasin-bromkrezol moru kompleksinin birlesim oranina ait
sonuglar

Mol Kesri | Absorbans
0.167 0.170
0.333 0.264
0.500 0.295
0.667 0.275
0.833 0.200
0,4
0,35 4
w 03+
s 025+
s o024 //\\.
é 0,15 4+
0,1+
0,05 4
0 + t t— 1
0 0,2 04 0,6 08 1
Enoksasin/Enoksasin+Bromkrezol moru

Sekil IV.10. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin birlegim oram
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IV.3.1.4. Kompleksin Stabilitesi

Belirli zaman araliklaninda yapilan absorbans &lgiimleri sonucunda enoksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin 8 giin dayanikh oldugu bulunmugtur.

IV.3.1.5. Kalibrasyon Calhismalar

Amaks 410 nm’de yapilan kalibrasyon galigmalan sonucunda enoksasin-bromkrezol
moru iyon ¢ifti kompleksinin 0.77-17.62 ppm arahginda dogrusal oldugu
bulunmugtur. Sonugta elde edilen absorbans degerleri Cizelge IV.12°de ve
kalibrasyon dogrusu ise Sekil IV.11°de verilmisgtir.

Cizelge IV.12. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin gesitli
derigimlere kars1 okunan absorbans degerleri (Ayqrs 410 nm, n=6)

Derisim Absorbans
(ppm)
0.77 0.042
0.90 0.048
1.15 0.060
1.60 0.086
3.20 0.166
4.48 0.231
6.41 0.329
9.61 0.490
10.89 0.559
12.81 0.658
14.73 0.753
16.66 0.851
17.30 0.886
17.62 0.899
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Sekil IV.11. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin kalibrasyon

dogrusu (Agaks 410 nm)

Belirtilen derisim arahifinda hazirlanan bu ¢6zeltiler igin; alt teghis sinin,
dogrusallik aralify, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon Kkatsayisi Cizelge

IV.13’de gosterilmistir.

Cizelge 1V.13. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin alt teghis

siniri, dogrusallik aralifs, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayasi

Alt Teshis Dogrusallhk Kalibrasyon Korrelasyon
Simn Arahg Denklemi Katsayisi
(ppm) (ppm)

0.51 0.77-17.62 y = 0.0026+0.0510x 0.9999
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IV.3.1.6. Yontemin Tablete Uygulanmasina Ait Sonuclar

Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksi olugturmak igin kullamlan
yontem, ENOKSETIN® FILM TABLETE uygulanmastyla elde edilen sonuglar ve
istatistiksel degerlendirilmeleri Cizelge I'V.14°de verilmistir (400 mg/tablet).

Cizelge IV.14. Enoksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksi yonteminde
Enoksetin® tablete ait sonuglar (7.35 ppm’lik ¢ozelti ve n=5)

Numune | Absorbans | Bulunan | Bulunan % Istatistiksel
No mg/Tablet Miktar Sonuclar
1 0.379 401.64 100.41
2 0.389 412.52 103.13 S=1.85
3 0.381 403.80 100.95 Sz=0.83
4 0.370 391.84 97.96 X=100.68 + 0.83
5 0.381 403.80 100.95
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IV.4. Ofloksasin’in 0.5 N Asetik Asit Cozeltisinde Direkt Miktar Tayini
Yintemine Ait Bulgular

IV.4.1. Miktar Tayini Yapilacak Dalga Boyunun Se¢cimi ve Kalibrasyon
Calhsmalan

Ofloksasin’in 0.5 N asetik asit iginde alman UV spektrumunda A 293 nm
(e 3.12x10%) olmak iizere tek band goriilmektedir (Sekil IV.12). & degeri alt
tekrarin ortalamasidir.
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Sekil IV.12. Ofloksasin’in 0.5 N asetik asit igindeki UV spektrumu (8 ppm
derigiminde)

Cesitli derigimlerde (0.05-40 ppm) hazirlanan ofloksasin ¢6zeltilerinin Ay 293
nm’de dogrusal oldugu derisimler ve absorbans degerleri Cizelge IV.15°de ve
kalibrasyon dogrusu $ekil IV.13°de verilmigtir.
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Cizelge IV.15. Ofloksasin’in gesitli derisimlerinde okunan absorbans degerleri
(Amaks 293 nm, n=6)

Derisim Absorbans
(ppm)
0.30 0.037
0.40 0.048
0.50 0.056
1.00 0.096
- 2.00 0.183
4.00 0.348
8.00 0.688
12.00 1.020
16.00 1.364
18.00 1.522
20.00 1.689
21.00 1.780

Absorbans

o L] ¥ L § |
0 5 10 15 20 25
Derigim (ppm)

Sekil IV.13. 0.5 N asetik asit igindeki ofloksasin’in kalibrasyon dogrusu (Ampas
293 nm)

Belirtilen derigim araliginda hazirlanan ofloksasin ¢ozeltilerinin Ay 293 nm’de
alt teshis smiri, dogrusal oldugu derigim aralifi, kalibrasyon denklemi,
korrelasyon katsayis1 Cizelge IV.16’da verilmistir.
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Cizelge IV.16. Ofloksasin’in Ay 293 nm’de alt teshis simiri, dogrusal oldugu
derisim aralig:, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi

Dalga | Alt Teshis | Dogrusalhik Kalibrasyon Korrelasyon
Boyu S Arah@ Denklemi Katsayis1
(nm) (ppm) (ppm)

293 0.20 0.30-21 y=0.0135+0.0840x | r=0.9999

IV.4.2. Yontemin Tablete Uygulanmasimna Ait Sonuclar

Ofloksasin’in 0.5 N asetik asit ¢6zeltisinde direkt miktar tayini ySnteminde
anlatildify gibi hazirlanan ofloksasin tablete ait ¢ozeltilerin Apas 293 nm’de
absorbstyonlan olgiilmiis ve elde edilen degerler Cizelge IV. 17°de verilmigtir. Bu
yontemde; tablette bulunan yardimci maddeler ofloksasin’in UV spektrumunda
herhangi bir girisime neden olmamigtir (400 mg/tablet).

Cizelge IV.17. Apais 293 nm’de Tarivid® tablete ait sonuglar (4 ppm’lik ¢ézelti ve
=6)

Numune | Absorbans Bulunan Bulunan % Istatistiksel
No ‘mg/Tablet Miktar Sonugclar

1 0.350 400.60 100.15

2 0.346 395.80 98.95 S=0.61

3 0.348 398.20 99.55 Sz=0.25

4 0.352 403.00 100.75 X =99.90 + 0.25
5 0.349 399.40 99.85

6 0.350 400.60 100.15
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IV.5. Ofloksasin-Bromfenol Mavisi iyon Cifti Kompleksi Olusturulmasma
Yontemine Ait Bulgular

Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin UV spektrumu Sekil
IV.14°de verilmigtir. '
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Sekil IV.14. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin kloroform
i¢inde UV spektrumu (10.84 ppm derisiminde)

Bu olusan iyon ¢ifti kompleksinin An.s 414 nm’de € degeri 1.98x10* olup ¢
degeri 6 tekrann ortalamasidir.
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IV.5.1. Yontem Optimizasyonuna Ait Sonuclar

IV.5.1.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s1

Potasyum hidrojen ftalat tamponu ile yapilan pH taramasinda ofloksasin-
bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin olugumu igin en iyi pH degerinin 3
oldugu tespit edilmig ve sonuglar Cizelge IV.18 ve Sekil IV.15’de verilmigtir

Cizelge IV.18. Cesitli pH degerlerindeki potasyum hidrojen ftalat tamponunda
ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin absorbans degerleri (8.23
ppm’lik ¢6zelti ve n=3)

Potasyum Hidrojen | Ortalama
Ftalat Absorbans
Tamponunun Degerleri
pH’s1
2.5 0.435
3.0 0.453
3.2 0.435
3.3 0.424
3.5 0.406
4.0 0.397
0,46
0,45 +
w 044 +
E 043 4
5 042 4
20414
<< 04 4+
0,39 4+
038 $ t :
1 2 3 4 5
pH

Sekil IV.15. Potasyum hidrojen ftalat tamponunda ofloksasin-bromfenol mavisi
iyon ¢ifti kompleksinin pH-absorbans grafigi
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IV.5.1.2. Kanstirma Siiresi

Iyon ¢ifti kompleksi olugumu igin g¢ozeltiler gesitli kangtrma siirelerinde
vortekslenmis ve sonugta en iyi kangtirma siiresinin 1 dakika oldugu
bulunmugtur.

IV.5.1.3. Kompleksin Birlesim Oram

‘Job=Devamli Degismeler Yo6ntemi’ kullamlarak olusan kompleksde
ofloksasin:bromkrezol moru orami spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve
oranin 1:1 oldugu bulunmugtur. Sonuglar Cizelge IV.19 ve $ekil IV.16’da
gosterilmigtir.

Cizelge IV.19. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlesim
oranina ait sonuglar

Mol Kesri | Absorbans
0.167 0.352
0.333 0.634
0.500 0.767
0.667 0.666
0.833 0.351
1
09 4
08 +
v 074
S 064
o5+
w044
<034
0,2 4+
0,1 +
0 $ —t { :
0 0,2 0,4 0,6 08 1
- Ofloksasin/Ofloksasin+Bromfenol mavisi

Sekil I'V.16. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin birlegim oram
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IV.5.1.4. Kompleksin Stabilitesi

Belirli zaman araliklaninda yapilan absorbans 6lgiimleri sonucunda ofloksasin-
bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin 48 saat dayanikli oldugu bulunmugtur.

IV.5.1.5. Kalibrasyon Cahsmalar

Amaks 414 nm’de yapilan kalibrasyon ¢alismalan sonucunda ofloksasin-bromfenol
mavisi iyon ¢iftt kompleksinin 0.87-17.35 ppm arahifinda dogrusal oldugu
bulunmugtur. Sonugta elde edilen absorbans degerleri Cizelge IV.20°de ve
kalibrasyon dogrusu ise $ekil IV.17°de verilmigtir.

Cizelge IV.20. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin ¢esitli
derigimlere kars1 okunan absorbans degerleri (Ayays 414 nm, n=6)

Derisim Absorbans
(ppm)
0.87 0.048
1.01 0.055
3.61 0.199
7.23 0.395
10.84 0.595
13.01 0.711
13.73 0.754
14.46 0.794
15.18 0.833
15.90 0.874
17.35 0.952
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Sekil IV.17. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin kalibrasyon
dogrusu (Amaks 414 nm)

Belirtilen derigim aralifinda hazirlanan bu ¢ézeltiler igin; alt teshis simn,
dogrusallik araligi, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi Cizelge
IV.21°de verilmistir.

Cizelge IV.21. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksinin alt teshis
siun, dogrusallik aralify, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi

Alt Teshis Dogrusalhk Kalibrasyon Korrelasyon
Sinir Arah$ Denklemi Katsayisi
(ppm) (ppm)

0.58 0.87-17.35 y = 0.0549x-0.0003 0.9999
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IV.5.1.6. Yontemin Tablete Uygulanmasina Ait Sonugclar

Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksi olugturmak i¢in kullamlan
yontem, TARIVID® FILM TABLETE uygulanmastyla elde edilen sonuglar ve
istatistiksel degerlendirilmeleri Cizelge IV.22°de verilmigtir (400 mg/tablet).

Cizelge IV.22. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti kompleksi yonteminde
Tarivid® tablete ait sonuglar (12.30 ppm’lik ¢ozelti ve n=6).

Numune | Absorbans Bulunan Tabletten Istatistiksel
No mg/Tablet % Geri Sonugclar
: Kazamm
1 0.678 401.96 100.49
2 0.672 398.36 99.59
3 0.675 400.00 100.00 S=0.53
4 0.676 400.64 100.16 Sx=0.22
5 0.668 395.76 98.94 X = 99.84+0.22
6 0.674 399.36 99.84
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IV.6. Ofloksasin-Bromkrezol Moru Iyon Cifti Kompleksi Olusturulmas:
Yintemine Ait Bulgular

Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin UV spektrumu Sekil
IV.18de verilmigtir. .
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Sekil IV.18. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin kloroform
i¢inde UV spektrumu ( 14.46 ppm derisiminde)

Olusan iyon ifti kompleksinin Anays 408 nm’de € degeri 2.33x10* olup € degeri 6
tekrann ortalamasidir.
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IV.6.1. Yontem Optimizasyonuna Ait Sonuglar

1V.6.1.1. Potasyum Hidrojen Ftalat Tamponunun pH’s1

Potasyum hidrojen ftalat tamponu ile yapilan pH taramasinda ofloksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin olusumu igin en iyi pH degerinin 3.1
oldugu tespit edilmis ve sonuglar Cizelge IV.23 ve Sekil IV.19°da verilmigtir

Cizelge IV.23. Cesitli pH degerlerindeki potasyum hidrojen ftalat tamponunda
ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksine ait absorbans degerleri (7.23
ppm’lik ¢ozelti ve n=3).

Potasyum Hidrojen | Ortalama
Ftalat Absorbans
Tamponunun Degerleri
pH’s1
2.5 0.393
3.0 0.448
3.1 0.465
3.3 0.417
3.5 0.397
4.0 0.367
f 0.5
" 04 + o/‘\\‘
_§ 03+
§ 02+
<
o1+
0 4 +
2 3 4 5
pH

Sekil IV.19. Potasyum hidrojen ftalat tamponunundaki ofloksasin-bromkrezol
moru iyon ¢ifti kompleksinin pH-absorbans grafigi
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1V.6.1.2. Kanistirma Siiresi

Iyon ¢ifti kompleksi olusumu igin g¢ozeltiler ¢esitli kangtirma siirelerinde
vortekslenmis ve sonugta en iyi kangtirma siiresinin 1 dakika oldugu
bulunmugtur.

1V.6.1.3. Kompleksin Birlesim Oram

‘Job=Devamli Degigmeler Yontemi’ kullamlarak olusan kompleksde
ofloksasin:bromkrezol moru oram spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve
oranin 1:1 oldufu bulunmustur. Sonuglar Cizelge IV.24 ve Sekil 1V.20’de
verilmigtir.

Cizelge IV.24. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin birlesim
oranina ait sonuglar

Mol Kesri | Absorbans
0.167 0.332
0.333 0.588
0.500 0.678
0.667 0.594
0.833 0.319
o

0,8 +
2
S 06 + //\\
8
2 04+
<

0,2 4+

0 } $ + $
0 0,2 0,4 0,6 08 1
Ofloksasin/Ofloksasin+Bromkrezol moru

Sekil IV.20. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin birlegim oram
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IV.6.1.4. Kompleksin Stabilitesi

Belirli zaman araliklaninda yapilan absorbans &l¢iimleri sonucunda ofloksasin-
bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin 3 giin dayamikh oldugu bulunmusgtur.

1V.6.1.5. Kalibrasyon Cahsmalan

Amaks 408 nm’de yapilan kalibrasyon galigmalan sonucunda ofloksasin-bromkrezol
moru iyon ¢ifti kompleksinin 0.58-14.46 ppm aralifinda dogrusal oldugu
bulunmugtur. Sonugta elde edilen absorbans degerleri Cizelge IV 25’de ve
kalibrasyon dogrusu ise Sekil IV.21°de verilmigtir.

Cizelge 1V.25. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin gesitli
derigimlere kars1 okunan absorbans degerleri (Apas 408 nm, n=6)

Derisim(ppm) | Absorbans
0.58 0.039
0.72 0.047
0.87 0.058
1.01 0.068
3.61 0.232
7.23 0.462

10.84 0.688
13.01 0.824
13.73 0.871
14.46 0.917
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0.9 4

0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 4
0,2 -
0,1 4

0 } $

Absorbans

15

5 Dérisim (ppm) 10

Sekil IV.21. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin kalibrasyon
dogrusu (Amaxs 408 nm)

Belirtilen derigimlerde hazirlanan bu ¢ozeltiler igin; alt teshis smin, dogrusalhik
arah@, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi Cizelge 1V.26’da
gosterildigi gibi bulunmustur.

Cizelge IV.26. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksinin alt teshis
sinir1, dogrusallik araligs, kalibrasyon denklemi ve korrelasyon katsayisi

Alt Teshis Dogrusalhk Kalibrasyon Korrelasyon
Smmn Arahg Denklemi Katsayisi
(ppm) (ppm)

0.51 0.58-14.46 y = 0.0031+0.0632x 0.9999
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IV.6.1.6. Yontemin Tablete Uygulanmasmna Ait Sonuclar

Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksi olugturmak igin kullamilan
yontem, TARIVID® FILM TABLETE’de uygulanmasiyla elde edilen sonuglar ve
istatiksel degerlendirilmeleri Cizelge I'V.27°de verilmigtir (400 mg/tablet)

Cizelge 1V.27. Ofloksasin-bromkrezol moru iyon ¢ifti kompleksi y6nteminde
Tarivid® tablete ait sonuglar (8.61 ppm’lik ¢ozelti ve n=7)

Numune | Absorbans Bulunan | Bulunan % Istatistiksel
No mg/Tablet Miktar Sonuclar
1 0.549 401.40 100.35
2 0.546 399.08 99.77
3 0.544 397.68 99.42 S=0.35
4 0.548 400.48 100.12 Sz=10.13
5 0.550 401.84 100.46 X=100.0310.13
6 0.547 400.00 100.00
7 0.548 400.48 100.12
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SONUCLAR ve TARTISMA

Kinolon grubundan en aktif bilesikler olan florokinolonlar i¢inde yer alan ve
yeni bir antibakteriyel ilag olarak Tiirkiye’de de 6zellikle idrar yollari, gastro-
intestinal kanal ve solunum yollan enfeksiyonlarinda kullanimi son yillarda .
artan enoksasin, ¢caliyma maddesi olarak segilmis ve bu grubun prototipi olan
ofloksasin de ¢alismamiza eklenmigtir. Enoksasin ve ofloksasin’in literatiir
taramasinda analiz ¢aligmalannin az sayida oldufu saptanmugtir.

Spektrofotometrik teknik kullamlarak basit ve hassas bir yontemin
geligtirilmesi igin yapilan aragtirmalarda, uzun yillardan beri proton alabilen
veya proton verebilen birgok maddenin iyon ¢ifti olusumuna dayanan
analizlerinin yapildigy gériilmiistiir. Bu yontem bazi farmakopelerde de yer
almaktadir (155). Son senelerde bu grup maddelerin preparatlardan
analizlerinde iyon ¢ifti ekstraksiyonu yonteminin daha fazla kullanildigs
goriilmiistiir (156-160).

Maddelerimizde amin grubu tagimalarindan dolay: siilfonftalein grubu boyar
maddelerde bulunan siilfonik asit grubu ile iyon ¢ifti olugturulmas: ve olusan
iyon ¢ifti kompleksinin organik faza alinarak spektrofotometrik analizi
miimkiindiir. Yapilarinda azot grubu tagiyan ilaglann zayif asidik ortamda
pozitif yiiklii protonlanmg sekilde bulundugu bilinmektedir. Aminlerin boyar
maddelerle iyon ¢ifti ekstraksiyonuna dayanan g¢aligmalar literatiirde yer
almaktadir (161, 162). Calismamizda iyon ¢ifti olusumu i¢in counter (karsit)
iyon olarak enoksasin ve ofloksasin, siilfonftalein grubu anyonik boyalardan
pH 2 3 de anyon seklinde bulunan bromfenol mavisi ve bromkrezol moru
kullamlmigtir. Enoksasin’in bu boya maddeleri ile analizi literatiirde
bulunmamaktadir. Ofloksasin ig¢in iyon ¢ifti olusumuna dayanan 3 adet
literatiir vardir ( 118-120).

Maddelerimiz ve siilfonftalein boyar maddeler ile olusan iyon ¢ifti
komplekslerinin absorbsiyon spektrumlari 200-550 nm arasinda hazirlanan kor
¢ozeltilerine kargi gekilmistir. Enoksasin’in bromfenol mavisi ve bromkrezol
moru yontemlerinde kloroform g6zeltileri 412 nm ve 410 nm’de, ofloksasin’in
bromfenol mavisi ve bromkrezol moru y6ntemlerinde kloroform ekstraktlari
ise 414 nm ve 408 nm’de maksimum absorbsiyon gostermistir. Analiz
¢aligmalan bu dalga boyunda yapilmgtir.

Iyon ¢ifti olusumunda pH etkisi, sitrat tamponunda ilag-boya iyon ¢iftinin
absorbans degerleri okunarak aragtirilmistir. Enoksasin-bromfenol mavisi iyon
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¢ifti kompleksinin kloroformla ekstraksiyonunda maksimum absorbansimn (Apaxs
412 nm’de) pH 4’te oldugu saptanmugtir. Ancak yapilan stabilite
¢ahigmalarinda bu kompleksin iki saat dayamikli oldugu tespit edilmigtir.
Enoksasin-bromkrezol moru yoénteminde ise ftalat tamponu ve bromkrezol
moru ¢ozeltisi (b) kullamlip pH 3.3’de (Agaxs 410 nm’de) maksimum absorbans
okunarak yapilan stabilite ¢aligmasinda kompleksin 8 giin dayamikli oldug:
goriilmiigtiir. Bu nedenle ofloksasin-boya maddeleriyle yapilan ¢aligmalarda
ftalat tamponu kullamlmigtir. Ofloksasin-bromfenol mavisi iyon ¢iftinde ftalat
tamponunda en uygun pH 3.0 (Ayus 414 nm’de) olup iyon ¢ifti kompleksi 48
saat dayamkhidir ve 2. giin okunan absorbans degerleri daha yiiksek
oldugundan 6lgiimler 2. giin yapilmigtir. Ofloksasin-bromkrezol yonteminde
ise ftalat tamponunda pH 3.1°de (Ayas 408 nm’de) iyon ¢ifti kompleksi 3 giin
dayamkli bulunmustur.Tez yazim asamasinda vyaymnlanan Issa ve
arkadaslarinin ofloksasin-bromfenol mavisi ve bromkrezol moru iyon ¢ifti
olusumu igin asetat tamponunda pH 4°de (Apas 410 nm’de) (daha zayif pH
degerlerinde) yaptiklan aragtrma c¢aligmamizi desteklemektedir. Ancak bu
galismada 1iyon ¢ifti komplekslerinin dayamklihgmin daha az oldugu
(hazirlandiktan 10 dakika ile en az 24 saat dayanikli) anlagiimaktadir (120).
Iyon ¢ifti kompleklerinin ¢abuk olustugu ve ¢alishfumz ortamlarda
dayamikliifimn dier ¢ahgmalardan ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir
(119, 120).

En uygun tampon ve boyar madde miktann aragtirilmasinda enoksasin-
bromfenol mavisi yontemi harig diger tiim yontemlerde tampon ¢ozeltisi 1 ml;
en uygun boyar madde miktan ise enoksasin-bromfenol mavisi yonteminde
Mc-ilvaine sitrat tamponunda ¢6zillen boyar madde miktan 1 ml, diger
yontemlerde 5 ml olarak saptanmigtir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin saptanmasinda en iyi ¢6ziiciiniin kloroform oldugu
bulunmustur (Issa ve arkadaslan tarafindan da aym ¢6ziicii kullamilmgtir).

Iyon ¢ifti olugumu igin ¢alkalama iglemi vorteks, magnetik kanigtirici ve ayirma
hunisi kullanilarak ¢esitli siirelerde yapilmig ve 1 dakika vorteks igleminin en
uygun oldugu bulunmustur.

Optimum sartlarda yapilan ekstraksiyon igin, bir defada 5 ml kloroform
kullamlmas: yeterli bulunmugtur ve iyon ¢ifti kompleksinin pratik olarak
%100’ uiniin kloroform fazina ¢ekildigi tespit edilmigtir.

Iyon ¢ifti komplekslerinin bilegimi ‘Job Yéntemi’ uygulanmasi ile 1:1 oldugu
bulunmustur.
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Hesaplanan € degerlerine gore; enoksasin’in Apg.s 268 nm’deki ¢ degeri
ofloksasin’in Anaus 293 nm’deki € degerinden biiyiiktiir. Bromkrezol morunun
pK degenn (6.3) bromfenol mavisinin pK degeri (4.0)’inden daha biiyiik
oldugundan (87) olusturulan iyon ¢ifti komplekslerinde; enoksasin-bromkrezol
moru iyon ¢ifti kompleksinin € degeri, enoksasin-bromfenol mavisi iyon ¢ifti
kompleksinin & degerinden biiyiiktir. Aym sekilde ofloksasin-bromkrezol
moru iyon ¢ifti kompleksinin € degerinin ofloksasin-bromfenol mavisi iyon
cifti kompleksinin € degerinden daha biiyiik oldugu goriilmiigtir. Buna gére
boya maddelerinin pKa degeri arttikga € degerinin arth@: sonucuna varilmigtir.

Enoksasin ve ofloksasin iyon ¢ifti kompleksleri ile ilgili analitik veriler ve
istatistiksel sonuglar Cizelge V.1’de agikga goriilmektedir.Buna gore
konsantrasyon ile absorbans arasindaki iligkinin dogrusal oldugu (Fy > F; ) ve
korrelasyon katsayisinin 6nemli bir deger oldugu ( ty > t;) bulunmustur (164).

Enoksasin’in Apas 268 nm ve Ay, 338 nm’de ve ofloksasin’in Ajs 293
nm’de nicel analiz ¢aligmalan pipemidik asit i¢in galigilan yéntemde oldugu
gibi 0.5 N asetik asit ¢ozeltisi iginde yapilmigtir (165). Saf maddelerle yapilan
kalibrasyon galigmalan ve ilgili istatistiksel sonuglar Cizelge V.1°de, tabletlere
uygulanig1 da Cizelge V. 2°de belirtilmigtir.

Geligstirilen yontemlerin kesinliklerinin aragtirilmasi igin yapilan istatistiksel
analizler sonucunda bulunan % RSD degerlerinin kiigiik oldugu Cizelge
V.1°de goriilmektedir.

Iyon ¢ifti kompleks olusumuna dayanan yontemlerin tabletlere uygulanmasi
sonucunda elde edilen veriler ve istatistiksel olarak direkt spektrofotometrik
verilerle kargilagtinimasi ve gruplar arasi 6nem kontrolii ¢aligmalar Cizelge
V.2’de goriilmektedir. Cizelge V.2’de goriildiigii gibi yontemler aras: farkin
6nemsiz oldugu (Fy < F; ) sonucuna vanilmigtir (165).

Sonug olarak bu yontemler istatistiksel olarak dogru, hassas, kesin ve
tekrarlanabilir yontemler olup s6z konusu maddelerin gerek saf gerek
preparatlarindaki analizleri igin 6nerilmektedir.
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Cizelge V.2. Yontemlerin tabletlere uygulanmasiyla elde edilen veriler ve

istatistiksel sonuglar
Yéntem Tablette Bulunan % F Degerleri
Miktar (a= 0.05)
Enoksasin-0.5 N Asetik _
Asitte (268 nm) X =100.25
“Enoksasin-Bromfenol _ Fy=3.22
Mavisi X = 98.79
- Fr=3.68
Enoksasin-Bromkrezol _
Moru X = 100.68
Enoksasin-0.5 N Asetik B
Asitte (338 nm) X = 99 48
Enoksasin-Bromfenol _ Fu=2.70
Mavisi X =98.79
Enoksasin-Bromkrezol ~ Fr=3.68
Moru X =100.68
Ofloksasin-0.5 N Asetik
Asitte (293 nm) X =99.90
FH =0.28
Ofloksasin-Bromfenol
Mavisi X =99.84
Fr=3.63
Ofloksasin-Bromkrezol N
Moru X =100.03
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