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Florokinolon tiirii antibiyotiklerin metal baglama 6zellikleri spektroflorimetrik metot kullanarak
incelenmistir. Fe(IlI) iyonunun levofloksasin (LEV) ve siprofloksasinin (CIP) floresansini sdndiirmesi
calisilmistir. En uygun deney kosullar1 tayin edilmistir. Uyarma ve emiyon dalga boylar1 pH 5.5 ve su
oartaminda Fe (II)-LEV kompleksi igin sirasiyla A= 390nm ve A= 500nm, Fe(III)-CIP kompleksi
igin ise sirasiyla A= 370nm ve A= 462nm’dir. Kalibrasyon grafikleri Stern-Volmer esitliginden elde
edilen Fy/F-[Fe"] grafiklerinden elde edilmistir ve en uygun kosullar altinda, dogrusallik Fe(III)-LEV
kompleksi i¢in 0.056-0.56 pug.mL"' araliginda, Fe (III)-CIP kompleksi i¢in ise 0.56-5.58 pg.mL’
araligindadir. Fe(III)-LEV ve Fe(IlI)-CIP kompleksleri igin goézlenebilme sinirlar1 (LOD) sirasiyla 1.6
ngmL" and 5.9 ngmL", alt tayin simrlar1 (LOQ) ise sirasiyla 5.3 ng.mL" and 19.7 ng.mL " dir. Her iki
kompleksin stokiyometrisi, siirekli degiskenler yontemi (JOB yontemi) kullanilarak tayin edilmistir ve
Fe(III):Florokinolon mol oranit 2:3 olarak hesaplanmistir. Tablet formundaki florokinolonlar ile vitamin
mineral kombinasyonu tablet i¢indeki Fe(IIl) arasindaki etkilesim, bu floresans sondiirme yontemi
uygulanarak incelenmistir ve tatmin edici sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Levofloksasin, siprofloksasin, Fe(II) kompleksi, floresans sondiirme, ilag
analizi.
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ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF THE METAL BONDING PROPERTIES OF
FLUOROQUINOLONE TYPE ANTIBIOTICS USING
SPECTROFLUORIMETRIC METHOD

Sevil CAN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN CHEMISTRY

Advisor: Assoc.Prof.Dr. Beniz GUNDUZ
2015, 93 Pages

Jury
Assoc.Prof.Dr. Beniz GUNDUZ
Prof. Dr. Erol PEHLIiVAN
Assoc.Prof.Dr. Semahat KUCUKKOLBASI

The metal bonding properties of fluoroquinolone type antibiotics, namely levofloxacin and
ciprofloxacin, were investigated by using spectrofluorimetric method. Fluorescence quenching of
levofloxacin (LEV) and ciprofloxacin (CIP) by Fe(IIl) has been studied. The optimum experimental
conditions were determined. The excitation and emission wavelengths were A= 390nm and A= S00nm
for the Fe (II)-LEV complex and A= 370nm and A.,= 462nm for the Fe(IlI)-CIP complex at pH 5.5 in
water medium. The calibration curves were obtained from Stern-Volmer equation plotting to Fo/F-[Fe ]
graphs and the linearity was found within the range of 0.056-0.56 pg.mL™" for the Fe(III)-LEV complex
and 1.12-5.58 pg.mL™" for the Fe(III)-CIP complex under the optimum conditions. The detection limits
(LOD) of the proposed method for the Fe(III)-LEV and Fe(III)-CIP complexes were 1.6 ng.mL™" and 5.9
ng.mL" respectively and the quantitation limits (LOQ) of these complexes were found to be 5.3 ng.mL"
and 19.7 ng.mL™" respectively. The stochiometry of both complexes was also determined by using the
continuous variation method and the molar ratio of Fe(Ill):Fluoroquinolone was calculated as 2:3. The
interaction between the fluoroquinolones in tablet forms and Fe(II) in the vitamin-mineral combination
tablet was investigated by applying this fluorescence quenching method and obtained satisfactory results.

Keywords: Levofloxacin, ciprofloxacin, Fe(Ill) complex, fluorescence quenching,
pharmaceutical analysis
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1. GIRiS

Kinolonlar yaygm sekilde kullanilan anti bakteriyel ilaclardir. Bu ilaglarin
gelistirilmesi 1960'lh yillarin baslarinda, yapisinda flor ihtiva etmeyen ilk iliyesi olan
nalidiksik asit ile baslamistir. 1980’lerde yapilarinda 6-flor grubu bulunduran ve
antibakteriyel etki spektrumlar1 Gram negatif bakterileri de kapsayacak sekilde
genisletilmis tiirevleri (norfloksasin, oflaksasin, siprofloksasin gibi) gelistirilmistir.
Daha sonraki donemde Gram pozitif bakterilere karsi etkisi arttirilan florokinolonlar
(moksifloksasin, gatifloksasin) terapotik amacgla kullanilmaya baglanmistir. Son
zamanlarda ise yliksek aktiviteye sahip, 6 numarali C atomlarinda flor grubu tasimayan
ancak yan zincirde flor ihtiva eden tiirevleri gelistirilmistir. Bu sekliyle hazirlanan
ilaclar nalidiksik asit gibi klasik ilaglardan belirgin farkliliklar gosterirler ve genel bir
terim olarak da florokinolon yerine kinolonlar olarak adlandirilabilirler.

Siprofloksasin, levofloksasin, enoksasin, ofloksasin ve pefloksasin, gibi
antibakteriyel ilaglar (florokinolonlar) genital ve {iriner sistem infeksiyonlar, prostat
yangisi, mide bagirsak yangisi, cinsel yolla bulasan hastaliklar, solunum sistemi
hastaliklari, deri ve yumusak doku infeksiyonlari, tiimdr onleyici etkinlikleri, idrar yolu
infeksiyonlari, alt solunum yolu infeksiyonlari, genore ve gonokoksik olmayan iretrit
tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Gidalar florokinolonlarin ¢ogunun emilimini
etkilemez. Suda ¢6ziinen lipofilikligi yliksek ilaclardir.

Etkisi, giivenirligi ve genis antibakteriyal spektrumu ile florokinolonlar bir ¢ok
infeksiyon hastaliginin tedavisinde cazip bir secenek haline gelmistir. Ancak bu
antimikrobiyallerin yaygin kullanimi nedeniyle bakteriyel diren¢ gelisiminin hizlanmasi
s0z konusu olmaktadir. Pek c¢ok infeksiyon hastaliginda viicut direncini arttrmak
amaciyla, yanlis bir uygulama olmasina karsin, vitamin-mineral kombinasyonu ilag¢larin
da antibiyotiklerle birlikte alinmasina siklikla rastlanmaktadir.

Tim florokinolonlara bakterisidal etkili olup ortak etki mekanizmasi olarak
hepsi de bakterilerdeki DNA jiraz enzimini (type II topoizomeraz) hedef alirlar.
Bununla birlikte; aliiminyum, magnezyum, kalsiyum, demir ve bakir gibi bazi
katyonlarla kinolonlar selat olustururlar. Bu etkilesmeler emilme ve biyoyararlanimi
onemli dl¢iide azaltir, ayn1 sekilde serum ila¢ yogunluklarmi diisiiriir ve hedef dokulara

gecisi zayiflatir.



Insan viicudunda yaklasik toplam 150 element bulunup bunun yaklasik on ikisi:
O,C,H, N, Ca, P, K, S, Na, Cl, Mg ve Fe toplam elementlerin %99.5’unu, bu 12’nin ilk
altisida %99’unu olusturur. Kalan diger elementler toplamin yaklagik %0.5°1 kadardir.

Demir, insan ve pek ¢ok canli tiirii i¢in esansiyel bir elementtir. Kanin en 6nemli
islevsel bolimiinii olusturur. Organizmada esas olarak enerji metabolizmasinda yeri
olan, dokulara oksijen tasinmasi, elektron transferi, DNA(deoksiriboniikleik asit)
sentezi ve pek ¢cok yasamsal 6nemi olan enzimin yap1 ve islevinde gorev alan temel bir
elementtir. Kolaylikla ferr6z (iki degerlikli demir) ve ferrik (ii¢ degerlikli demir)
seklinde degisebilen redoks kimyasi ile insan varligi demire bagimlidir ve demir
metabolizmasindaki degisiklikler insan sagligini 6nemli sekilde etkilemektedir (Unal,
Yetgin, 2003, Kayaalp, 1998). Demir yetersizliginde kansizlik goriiliir. Kansizlik
durumunda, hemoglobin miktari, alyuvarlarm sayist ve diger elemanlarm miktarinda
diisiis olur. Bunun sonucu olarak bas agrisi, bas donmesi, istahsizlik ve yorgunluk
goriiliir.

Demir, oksijenin viicut i¢inde dolasimi i¢in vazgec¢ilmez bir mineraldir.
Viicuttaki total demir miktar1 3-5 gramdir. %65°1 hemoglobinde, %4’ii miyoglobinde,
%1°1 intraseliiler oksidasyonu kolaylastiran hem bilesiklerinde, %0.1°1 kan plazmasinda
transferin proteini ile birlesir, %15-30’u da ferritin halinde retikiiloendoteliyal sistem ve
karaciger parankim hiicrelerinde depolanir.

Metabolik reaksiyonda onemli rol oynayan ve viicutta en ¢ok bulunan makro
element demir minerallinin florokinolon bilesikleriyle kompleks olusturabilme
ozelliklerinin spektroflorimetrik yontem ile incelenmesi amaclanmaktadir.

Floresans ve fosforesans spektrumlari, absorpsiyon spektrumlar1 gibi deneysel
sartlar1 verilen bir madde i¢in karakteristiktir. Bu spektrumlar maddelerin kalitatif ve
kantitatif analizlerinde kullanilabilir. Liiminesans metodlar diger absorbsiyometrik
tekniklerden yaklastk 10° defa daha duyarlidir. Floresans spektroskopisi, gelismis
floresans cithazina dayali teknikler sayesinde dogru, hassas, hizli, giivenilir sonuglara ve
yorumlara ulasilmasini saglayan optik bir yontemdir. Liiminesans teknikler organik ve
mineral katilarm molekiil yapilarmin incelenmesi ile fotokimya ve molekiiler biyoloji
alanlarida genis bir uygulama alani bulmustur.

Bu tezde, florokinolon tipi antibiyotiklerin, 6zellikle levofloksasin ve siprofloksasinin,
metal, Fe(Ill), baglama 06zellikleri, spektroflorimetrik yontem kullanilarak

incelenmistir. Fe(IIl) 1iyonlarmin levofloksasin ve siprofloksasinin floresansini



sondiirme etkisi su ortaminda ¢alisilmistir. Ayrica, tablet formundaki florokinolonlar ile
vitamin-mineral kombinasyonu tabletlerdeki Fe(IIl) iyonlar1 arasindaki etkilesim,
onerilen bu floresans sondiirme yontemi uygulanarak incelenmistir ve uygun sonuglar

elde edilmistir.



2.TEORIK KISIM
2.1. Liiminesans ve Cesitleri

Uyarilmis bir atom veya molekiil karasizdir ve fazla enerjisini geri vererek temel
duruma donmek ister. Atom veya molekiil, temel enerji diizeyine donerken fazla

enerjisinin tiimiinii veya bir kismini 151k yayilmasi seklinde verebilir boylece sistemden

1s1ma gozlenir. Bu 151k yayilmasi olayimna genel olarak liiminesans denir (Dogan, 2010).

Uyariima

Enerijisi

"'---.._‘_‘_‘_‘_\-‘R
e

/ Yayinlanan

Isik
Sekil 2.1. Liiminesans olusum semast.

Atom veya molekiil, gerekli uyarilma enerjisini ¢esitli yollardan saglayabilir.

* Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen

liiminesans olayma kemiliiminesans adi verilir.

* Uyarilma enerjisi elektrot tepkimesinden saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen

liiminesans olayma elektroliiminesans veya elektrokemiliiminesans ad verilir.
+» Biyolojik sistemlerde gozlenen liiminesansa biyoliiminesans denir.

+ Uyarilma olay1 atom veya molekiiliin fotonlar1 absorplamasi sonucu gergeklesiyorsa

gozlenen 151k emisyonuna fotoliiminesans denir.



2.1.1. Fotoliiminesans spektroskopisi

Spektroskopi, bir 6rnekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda sogurulan veya yayilan elektromanyetik 1s1manin 6lgiilmesi
ve yorumlanmasidir (Erdik ve Sarikaya, 1998). Elektromanyetik isima, hem dalga hem
tanecik 6zelligine sahiptir. Interferans (girisim) ve difraksiyon (kirmim) davranislari
dalga ozelligiyle aciklanir. Bir metal ylizeyinden 1sima ile elektronlarin koparilmasi
(fotoelektrik olay), 1s1ma enerjisinin bir madde tarafindan sogurulmasi ve emisyonu

(yaymimi) olaylar1 igimanin tanecik 6zelligi (foton) ile agiklanir (Arthur, 1997).
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Sekil 2.2. Elektomanyatik spektrum.

Fotonlarm bir molekiil tarafindan sogurulmas: olarak tanimlanan 151k

sogurulmasi sonucu, molekiil temel enerji durumundan uyarilmis duruma gecer.

Temel ,; absorpsiyon Uyanilmis _emisyon | Temel floresans veya
Hal (uyarma) Hal (uyarma) - Hal ~ fosforesans

X+ hy—— X' — X + hv

Elektronlarin daha iist enerji diizeylerine yerlesmesi ile atom veya molekiiliin
uyarilmis hali olusur. Uyarilmis bir atom veya molekiil kararsizdir; fazla enerjisini
atarak temel hale donmek ister. Atom veya molekiil temel enerji diizeyine donerken
fazla enerjisinin tiimiinii veya bir kismini 1518a doniistiirebilir. Isimnim ile uyarma sonucu

molekiiliin enerjisini ortama 1s1ma olarak yaymasi olayr fotoliiminesans ya da



liiminesans olarak adlandirilir. Liiminesans; uyarilmis enerji seviyesinin durumuna gore
iki sekilde olabilir: floresans veya fosforesans (Lakowicz ve ark., 1986).

Temel hal: Bir atom veya molekiiliin en diisiik enerjili halidir. Isinin belli dalga
boylar1 madde tarafindan absorblanirsa (sogurulur, emilir) absorbsiyon denir

Bu enerji maddeyi (yani onu olusturan atom veya molekiilleri) uyarilmis hale
gecirir. Bir kimyasal tiiriin 151, elektrik veya 151 enerjisi ile temel halden {ist enerji

seviyesine gegmesidir.

X 4+ hy — (2.1)
Tanecik eski haline donerken bu enerji geri verilir.

X¥* X 4151 (2.2)
Uyarilmis maddenin temel hale donerken yaydigi 151na emisyon denir,

X — X+ hv (2.3)

Atomlarin uyarimis halleri:

Iki atom arasmndaki bir bag, baglar1 olusturan bir ¢ift elektronun atomik
orbitallerinin st iiste diigmesiyle olusan bir veya daha fazla molekiiler orbitalden
olusur. iki atomik orbitalin birlesmesiyle bir bag orbitali ve bir anti-bag orbitali
meydana gelir; birincinin enerjisi daha diisiiktiir ve bu nedenle temel haldeki elektronlar
buraya yerlesirler. Her bir molekiiler orbitalin elektronik enerji seviyesi iizerinde
birbirine ¢ok yakin bir seri titresim enerji seviyeleri bulunur. Bundan dolayi, her
elektronik absorbsiyon bandinda, temel halden uyarilmis bir elektronik halin birkag
titresim seviyesine gecisten kaynaklanan, bir seri birbirine yakin titresim pikleri yer
alir(Giilcan,2012).

Pek ¢ok molekiilde cift sayida elektron vardir; temel halde, bu elektronlar ¢esitli
atomik ve molekiiler orbitallerde ciftler seklindedirler. Pauli diglama ilkesine gore bir
orbitaldeki iki elektronun spinleri birbirinin zittidir (yani ciftlesmis spinler). Spin
ciftlesmesinin (¢ift sayili elektronlu) net elektron spini yoktur ve molekiil diamagnetik
ozelliktedir.

Floresans ve fosforesansta maddelerin elektron ¢ekici veya verici gruplarinda
bulunan bir elektron, molekiil iizerine gonderilen kisa dalga boylu 151n ile uyarilarak bir
ist (bazen ikiveya ii¢ iist) enerji seviyelerine ¢ikar. Molekiiliin bir ¢ift elektronundan

birinin daha yiiksek enerji seviyesine ¢ikmasi ile singlet ya da triplet hal meydana gelir.



Singlet hal: Uyarilma ile elektronun spininin degigsmeden bir iist veya iki, {i¢
enerji seviyelerine ¢ikmasi durumuna uyarilmis singlet hali denir. Bu uyarilmis singlet
halinde bulunan bir molekiil temel halinde oldugu gibi diamanyetiktir yani molekiil bir
manyetik alana maruz birakildiginda elektronik enerji seviyesinde hicbir degisiklik
meydana gelmez (Giilcan, 2012).

Triplet hal: Uyarilmis elektronun spinini degistirerek {ist enerji seviyelerine
¢iktig1 duruma triplet hali denir. Triplet halde iki ortaklanmamis elektron bulunur ve bu
tiir molekiiller paramanyetik 6zellik gosterirler. Boyle molekiiller manyetik alan i¢inde
iki tiirlii yonlenme gosterir ve iki farkli enerji hali vardir (Giilcan, 2012). Bunlar1 s6yle

stralayabiliriz:

. ,

3p

S B

Temel singlet hal uyarilmis singlet hal “ uyarimig triplet hal

3s

Sekil 2.3. Atomlarin uyarilmig halleri.

Uyarilmis triplet haldeki bir molekiiliin 6zellikleri, buna uygun singlet haldeki
ozelliklerinden farklidir. Ornegin, molekiil birinci durumda paramagnetik oldugu halde,
ikinci durumda diamagnetiktir. Elektronik haldeki bir degisiklikle de ilgili olan bir
siglet-triplet gecisi (veya tersi) olasiligi, singlet-singlet gecisten daha azdir. Bundan
dolay1, uyarilmis bir triplet halin ortalama yagsam siiresi bir saniye (veya daha fazla) gibi
uzun bir zamandir. Uyarilmis bir singlet hal iginse bu siire 10® s kadardir. Bundan
baska bir temel hal molekiiliiniin 151 etkisiyle bir triplet hale uyarilmasi ¢abukca
gerceklesemez ve bu islem nedeniyle olusan absorbsiyon piklerinin siddeti, benzer
singlet-singlet gecisten olusan piklerin siddetinden birka¢ derece daha kiigiiktiir.
Uyarilms bir triplet hali, baz1 molekiillerin "uyarilmis" bir singlet halinin bir arada top-

lanmastyla da olusabilir; bu islemin sonucunda fosforesans davranis ¢ikar.



2.1.2. Floresans ve fosforesans spektroskopisi

Floresans, uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gegis

sirasinda yayilan 1518a denir. (Lakowicz ve ark., 1986)

'So+ hv, —l 'S*| (uyarilma)
IS#| 1S + hyv, (floresans)

Temel Hal

Uvarilms Haller 52

Molekiiler Floresans (zecis

Eﬂ S

Sekil 2.4. Jabloski diyagramida molekiiler floresans gosterimi.

(2.4)
(2.5)

Fosforesans ise uyarilmis bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme

gecis sirasinda yayilan 1s18a denir (Lakowicz ve ark., 1986).

'S0+ V| e 'S*; (uyarilma)

'S*| ey T7*| (sistemlerarasi gegis)

TH | e— ISO + hvs (fosforesans)

(2.6)
(2.7)

(2.8)



Uwvarilms Haller 52

Molekiiler Fosforesans Gecis

Temel Hal S,

Sekil 2.5. Jabloski diyagraminda molekiiler fosforesans gosterimi.

Genelde tiirler uyarilmis hale eristikten sonra floresans emisyonu ¢ok g¢abuk
(10°°-10° s) meydana gelir. Bunun icin ultraviyole 1simasmin kaynag: uzaklastirildig:
anda floresant bir maddeyi gozle sezmek imkansizdir. Fosforesans emisyonu ¢ok daha
yavastrr (>10 s) ve fosforesans emisyonunun émriinde daha bityiik bir degismeyle
meydana gelir. Floresansta foton emisyonu uyarilmis bir seviyeden taban duruma olan

direkt bir gecisten kaynaklanir ve 10® s veya daha kisa siirer. Fosforesansta ise uyarma

durdurulduktan sonra liminesansi dakikalar hatta saatler surebilir.

Fluoresans
-2
T =10 "5
C

Fosforesans

’I:L_:=:=1ﬂ _ﬂ s

Sekil 2.6. Floresans ve fosforesansin olusum siireleri.




10

Boylece, bircok organik molekiillii fosforesant madde, ultraviyole kaynagi
uzaklastirildigt anda gozle sezilmezken, ultraviyole uyarmasi durduktan sonra
fosforesans 1s1mast devam eden inorganik minerallerin sayist oldukg¢a fazladir.
Kaydedilmis en uzun fosforesans olayina 6zel bir 6rnek, 340 saatlik fosforesansindan
dolay1, Willemite (ZnSi04) mineralidir.

Floresans, hem gaz hem sivi hem de kat1 haldeki sistemlerde ortaya cikabilir.
Eser miktardaki pek ¢ok inorganik ve organik madde floresans siddetinin dlgiilmesiyle
kantitatif olarak analiz edilebilir; 6zellikle biyolojik sistemler i¢in ¢ok sayida
florometrik yontem gelistirilmistir.

Florometrenin en 6nemli 6zelliklerinden biri yapisindan kaynaklanan hassasiye-
tidir. Yontemin alt sinir1, bir absorbsiyon yonteminden en az 10 kat daha distiktiir (1-
100 ppb) ve seciciligi diger yontemlerden daha iyidir. Bu avantajlarma karsin
florometre diger absorbsiyon yontemleri kadar fazla kullanilmaz, ¢iinkii floresans

ozellik gosteren kimyasal sistemler sinirli sayidadir.

2.1.2.1. Rezonans floresasansi

Floresans ve fosforesans maddelerde 151n enerjisinin aliip verilmesi (madde 151n

etkilesmesi) kisaca,

M + hy =— M* (2.9)

seklinde gosterilir. Madde once 151n enerjisini (hv) absorplar ve uyarilmis hale
(M*) gelir. Bu halde ¢ok kisa bir siire kaldiktan (yasadiktan) sonra 15in enerjisi (hvy)
yayar ve eski haline veya temel haline (M) doner. Genelde hv > hv; ¢ dir. Ancak hv ‘niin
hv;' e esit oldugu haller de vardir. Floresans olayinda yayilan 15181n frekans: ile sistemi
uyaran 151g1n frekansi birbirine esit ise buna rezonans floresanst denir (Sener, 2006).

Rezonans floresansi olayt:

1.Genellikle gaz halindeki atomlardan elde edilir. Bilindigi gibi bunlarda titresim
seviyeleri bulunmaz. (sadece elektronik seviyeler bulunur) Bu nedenle: element
buharlar1 absorpladiklar1 1smlarin dalga boyunda floresans 1sinlar1 yayarlar.

2. Atomlarda ve molekiiller aras1 ¢arpigsmanin olmadigi bazi kat1 maddelerde,
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3. Cozeltide olusan uyarilmis molekiiller ise daha uzun dalga boyunda floresans
yaymanin yanisira ayni frekansta isinda yayabilirler. Sodyum buharinin rezonans
floresans1 (sar1 1s1n) buna 6rnek verilebilir. Buhar halindeki sodyum atomlarinm 3s
elektronlari, 589.6 ve 589 nm’lik dalga boylarindaki isinlarin absorpsiyonu ile 3p enerji
seviyesine uyarilabilir. 10°- 10® s sonra, elektronlar temel duruma geri doner ve her

yone dogru, ayni iki dalga boyunda 1s1n yayar.
2.1.2.2. Stokes kaymasi

Molekiiler floresans bantlarindaki gecisler, uyarilmalarma neden olan
absorplanmis 151ma bandindaki gecislere gére daima uzun dalga boyu veya daha az
enerji igermektedirler. Daha uzun dalga boylarma dogru olan bu de§isme bazen stokes

kaymasi olarak adlandirilir.

2.2. Aktifligin Bozulmasi

Molekiiliin temel hale gegiste sectigi yol uyarilmig halin en kisa stireli oldugu
yoldur. Yani eger floresans yayma islemi, 1s1masiz yola kiyasla daha ¢abuk oluyorsa
floresans yayar. Isimasiz yol daha hizli ise 151 yayma ya cok azdir veya yoktur. Eger
uyarilmig singlet hal nispeten dayaniksizsa molekiil temel duruma genellikle 1s1ma
yaymaksizin doner. Temel duruma donmenin disinda uyarilmig veya temel durumlarin
cesitli titresimsel seviyelerinden en diisiik seviyeye inislerde yada bir uyarilmis singlet
halden bir baskasma veya uyarilmig triplet hale gegiste 1s1masiz enerji kayiplar

olmaktadir. Sekil 2.7°de bir molekiildeki is1mali 1s1masiz gegisler kisaca gosterilmistir.
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Singlet Uyarnilmis hal Triplet Uyarilmis Hal
_ . _
L] (2 __lg__ titresim
¢ doniisme durulmasi Sistemler arast
S, U . gegis
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doniisme I I I |
N
Absorpsiyon Floresans FIOSIforeSIanS
titresim | | |
durulmasi 1 | |
1
|
. R
[
1 3 | *
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Temel So

hal Doénme enerji seviyeleri  -.__._.
Titresim enerji seviyeleri

Elektronik enerji seviyeleri

Sekil 2.7. Bir molekiildeki 1simal1 ve 1s1masiz gegisler.

Bir molekiilden floresans ve fosforesans iginlarin
yayilma mekanizmalari.

Sy) Temel hal ve {izerindeki titresim seviyeleri,
S)) Birinci uyarilmig hal ve {izerindeki titresim seviyeleri,

S,) Ikinci uyarilmis hal ve iizerindeki titresim halleri,

A) I gegis,

2.2.1. Fotoliiminesans emisyonu

Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda

yayilan 1s13a floresans (hv,) denir.

Sp + hy, =) S (uyarilma) (2.11)
S, — S, + hv, (floresans) (2.12)

Uyarilmis bir triplet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gegis sirasinda

yayilan 1s18a ise fosforesans (hvs) adi verilir.

So T MV ey S (uyarilma) (2.13)
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S| e T (sistemler arasi gegis) (2.14)
T} oS, + hv; (fosforesans) (2.15)

2.2.2. i¢ déniisiim

Bir elektronik durumun titresimsel seviyelerinin ayni olmasi1 halinde iki
uyarilmis durumun potansiyel enerjileri aynidir. Bu durumda ayni enerjili titresimsel
seviyeler arasinda 1s1masiz bir gecis olur bu gecise i¢ doniisiim denir. Boylece daha
yiiksek bir elektronik halden daha diisiik uyarilmis singlet halin en diistik titresimsel
seviyesine gecis olmaktadir. I¢ doniisiim islemi sonucunda elektronun spini ayn1 yonde
kalir. Bagil olarak ¢ok az bilesigin floresans gostermesi bunlarin genellikle ¢ok etkili

olduklarmin acik gostergesidir.

S, — S; + 181 (2.16)

"On disosiyasyon (6n ayrisma)" olay1 da i¢ degismeye neden olabilir. Burada,
elektron, yiiksek bir elektronik seviyeden, titresim enerjisi bir bagi koparabilecek kadar
biiyiik olan, daha diisiik bir elektronik seviyenin en {istteki titresim haline gecer. Biiyiik
bir molekiilde, kromoforlarin elektronik uyarilma enerjilerinden daha az kuvvetli
baglarin bulunma olasilig1 fazladir. Elektronik enerjinin i¢ degisimle titresim enerjiye
gecmesinin ardindan kromoforlarin enerji absorbsiyonu sonunda bu baglar kopar.

Bir 6n disosiyasyon, bir disosiyasyon olayindan farkhdir; disosiyasyonda
absorblanan 1sm, bir kromoforun elektronunu kromoforik bandi koparabilecek kadar
yiiksek bir titresim seviyesine dogrudan uyarwr; bir i¢ degisme olayr yoktur.

Disosiyasyon islemi de floresans olayma rakiptir.

2.2.3.Titresim relaksasyonu

Uyarma islemi ile herhangi bir titresimsel seviyenin c¢arpismasi sonucu
titresimsel enerjinin fazlasi derhal kaybedilir ve uyarilmis halin en diisiik enerji
seviyesine gecis olur. Bu islem sonucu 1s1 olusur. Cozeltinin sicakligi artar. Temel

durumda da benzer hal olur. Herhangi bir yol ile temel durumun bir titresimsel
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seviyesine doniis olduktan sonra bu seviyelerden en diisiik titresimsel seviyeye gecis

yine titresimsel dinlenme islemi ile olmaktadir.

2.2.4. D1s doniisiim

Bir molekiiliin iizerinde bulunan uyarilma enerjisini ortamda bulunan safsizlik
molekiillerine aktararak temel hale donmesine, dis gecis denir. Molekiiliin uyarilma
enerjisini diger molekiillere aktarmasi, onlarla ¢arpigsmasi suretiyle gergeklesir. Buna
gore carpisma azaltilirsa, dis gecisin azalmasi ve floresansin (fosforesansin) artmasi
gerekir. Boyle oldugu denel olarak gdsterilebilir. Soyleki, ¢ozelti sogutuldugu (carpigsma
azaltildigl) zaman bir maddenin fosforesansi azalir ve floresans1 artar. Bu da
carpismanin azalmasi demektir. Clinkli bunlar bir birine rakip olan iki olaydir. Birinin
azalmasi, Otekinin artmasi anlamina gelir. Ayni olay floresans madde, daha viskoz
coziiciilerde ¢oziildiigii zaman da goriilir ve maddenin floresansi1 artar. En diisiik
enerjili singlet veya tripletin uyarilmis halden 151 yaymaksizin temel hale gegisleri ic
ve dis gecislerin bir sonucudur.

Uyarilmisg bir elektronik halin séniimlenmesi, uyarilmis molekiil ve ¢oziicii veya
diger ¢oziinenler arasindaki etkilesimi ve enerji aktarilmasmi igerebilir. Bu olaylara
topluca dig doniisiim veya carpisma ile soniim denir. D1g doniisiim i¢in delil, ¢oziiciiniin
floresans siddeti iizerindeki, kuvvetli etkisini igerir; ayrica tanecilikler arasindaki
carpisma sayisini azaltan kosullar (diisiik sicaklik ve yliksek viskozite) genellikle
floresansi azaltir.

D1s ve i¢ dontistimler, fosforesans ile o kadar basaril bir, sekilde rekabet ederler
ki, normal olarak bu tiir emisyon, sadece diisiik sicakliklarda; ¢cok viskoz ortamlarda

veya kati1 yilizeyle absorplanmis molekiillerde gozlenir.

2.2.5. Dissosyasyon

Dissosyasyon olayi, maddenin floresansni azaltma yoniinde cereyan eder.
Boyle bir olayda, molekiiliin bir bag tizerine diisen ¢ok yiiksek enerjili bir 151 bagm bir
elektronunu molekiilden dogrudan disar1 firlatir. Bu da bagm kopmasi anlamina gelir.

Maddenin giin 151g1nda eskimesinde bu olaym biiyiik etkisinin oldugu zannedilmektedir.
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2.2.6. Sistemler arasi gecis

Uyarilmig elektronun spininin ters donmesiyle elektronun spini degisir ve

molekiil singlet halden triplet hale gecer. Bu olaya sistemler arasi gecis denir.

Sistemler arasi gegis, iyot veya brom gibi agir atomlar1 i¢ceren molekiillerde ¢ok
yaygindir. Boyle gecisler, iyot, brom, klor, kiikiirt gibi agir element ihtiva eden
molekiillerde daha c¢ok goriiliir. Buna agir atom etkisi denir. Bunlarda spin/orbital
etkilesmelerinin ¢ok fazla oldugu zannedilmektedir. Ornegin, naftalinin fosforesans
etkisi, halojenli benzen ¢oziicliler icinde en fazla iyodobenzende, en az da
florobenzende goriliir. Ayrica bir ¢ozeltide bulunan oksijen gibi paramanyetik bir

madde de sistemler arasi ¢apraz gecisleri kolaylastirarak fosforesansi artirir.

2.2.7. Carpismah sondiirme:

Absorpsiyon yapan madde ¢ozelti halindeyse, uyarilmis madde carpismalar
sonucu enerjisini titresim enerjisi halinde ¢dziicliniin molekiillerine aktarabilir. Boylece
¢oOziicii molekiillerin kinetik enerjileri artar ve ortam az da olsa 1sinir. Isin absorpsiyonu
icin 10" s gibi cok kisa bir siire gerekir ve uyarilmis singlet halde bulunan bir
molekiiliin émrii 10"°-10° s, uyarilms triplet halde bulunan bir molekiilin émrii ise
10°-10 s’dir. i¢ doniisim ve sistemlerarasi gecis olaylarinmn siireleri ise sirastyla
yaklasik 10"% s ve 10™ s’dir. Floresans olay1 sistemi uyaran 1sima ortadan kalkincal0”
1_10° s kadar daha siirerken, bdyle bir durumda fosforesans 10°-10% s kadar daha
devam eder. Temel hale donme siliresi maddenin molar absorplama katsayisinin

artmastyla azalir.
2.3. Absorpsiyon ve Emisyon Hizlar
Cesitli dalga boylarinda 151n igeren bir demet, seffaf bir ortamdan gegirilirse,

icinden baz1 dalga boylarmin kayboldugu goriiliir. Bdylece 1sin  absorplanir.

Absorpsiyonla 151n enerjisi maddenin iyon, atom veya molekiillerine aktarilir. Boyle 151n
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enerjisini absorplamis olan atom, iyon veya molekiiller uyarilmig hale gegerler.
Uyarilmis bir atom veya molekiil 10® s kadar yasayabilir. Sonra absorpladigi 1sin
enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner. Madde tarafindan
absorplanan 151n enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur ve madde ¢ok az
1smir. Maddenin titresim enerjisi artar. Atomlarmn ve iyonlarin sinirlt sayida uyarilmisg
halleri vardir. Bu nedenle sinirli sayida 11 enerjisini veya sinirli sayida 15 dalgalarini
absorplarlar. Atomik absorpsiyon ve molekiiler absorpsiyon olmak iizere 2 tiir vardir.
Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklar1 baska bir
maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine &zgii bir absorpsiyon
spektrumu vardir.

Bir 151n fotonunun absorplanma hizi ¢ok biiyiiktiir. Bu islem 1074-10™"° saniyede
tamamlanir. Diger taraftan, floresans emisyonu 6nemli derecede daha yavas hizda
olusur. Burada uyarilmis halin omrii, uyarilma islemine karsilik gelen absorpsiyon
pikinin molar absorptivitesi ile ters orantilidir. Bu nedenle, 10>-10° arahgindaki molar
absorptiviteler i¢in uyarilmus hallerin 6mrii 107-10” s'dir. Gegis olasihigimin daha kiigiik
oldugu zayif absorplayici sistemler icin 6miir, 10°-107 s kadar uzun olabilir. Onceden
de belirttigimiz gibi, tripletten singlete gecisin ortalama hizi, buna karsilik gelen singlet-
singlet gecisininkinden daha azdir. Bu nedenle, fosforesans emisyonu 107-10 s veya

daha fazla bir siire gerektirir.

2.4. Uyarma Spektrumlari ile Floresans Spektrumlar Arasindaki iliski

Titresim diizeyleri arasindaki enerji farklari, temel ve uyarilmig haller i¢in
hemen hemen ayni oldugu i¢in, bir bilesik i¢in absorpsiyon veya uyarma spektrumu ve
floresans spektrumu genellikle birbirlerinin yaklasik ayna goriintiisii seklinde olup
rezonans ¢izgisine ¢akisma vardir. Bu iligkiler sekil 2.8.’deki spektrumlarla gosteril-

mektedir (Skoog, 2000).
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Sekil 2.8. Alkol igerisinde 1ppm antrasenin floresans spektrumlari: (a) uyarma spektrumu,
(b) emisyon spektrumu.

2.5. Floresans Ve Fosforesansi Etkileyen Faktorler

Bir maddenin floresans veya fosforesans olup olmamasi molekiiler yapismna,
kimyasal cevresine ve olusan emisyonun siddetine baghdir. Bunlardan baslicalar

asagida aciklanmustir:

2.5.1. Kuantum verimi

Yayilan foton sayisinin, absorplanan foton sayisina oran1 o molekiiliin kuantum

verimini verir. Kuantum verimi, @ ile gosterilir.

floresans gosteren kuantum sayisi

~ toplam uyarilmis kuantum sayisi

Floresans veya fosforesans i¢in kuantum verimi veya kuantum verimi orani basit
olarak liiminesans yapan molekiillerin sayisinin toplam uyarilmis molekiil sayisina
oranidir. Uyarilmis molekiiller titresim enerjilerini atarak, 151 yayarak en alt elektronik
enerji seviyesine geldiklerinde bile, bunlarin hepsi 151n yaymaz. Ancak belirli bir

ylizdesi yayar. Bu ylizdeye kuantum verimi denir. (Skoog, 2000 ve Giindiiz, 2002)
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Floresans siddeti etkileyen yapisal ve cevresel etkenlerin kalitatif yorumuna
olanak verir. Floresans hiz sabiti k¢ nin biiyiik olmast ve diger k terimlerinin kiigiik
olmalarinin fluoresansi artiracagi aciktir. ke nin biiylikliigli, dndisosiyasyon hiz sabiti
kod, ve disosiyasyon hiz sabiti kg kimyasal yapiya baghdir. Diger sabitler daha ¢ok

cevreden, az derecede de yapidan etkilenirler.

2.5.2. Gelen 151m1n dalga boyunun ve siddetinin etkisi

Liiminesans verimi, sadece i¢ doniisiim, sistemler aras1 gecis ve enerji aktarimi
gibi fiziksel olaylarla degil, uyarilmis diizeylerde ortaya cikabilecek bag kopmasi ve
iirlin olusmas1 gibi olaylar yliziinden de azalabilir. Ayrica gelen 1smin siddetinin artmasi
floresansi arttirir.

Ultraviyole 1smnin veya 250 nm’ den kisa dalga boylarindaki 1sinin absorbsiyonu
floresans vermez (veya nadiren verir). Ciinkii bu 1smm enerjisi uyarilmig halin
ondisosiyasyon veya disosiyasyon ile deaktivasyonu i¢in yeteri kadar yiiksektir.
Ornegin, 250 nm dalga boyundaki 151 140 kcal/mol kadar enerjiye esdegerdir; pek ¢ok
molekiildeki bazi baglar bu biiyiikliikteki enerjiyle koparilir. Floresans 1s1masi1 meydana
getiren dalga boylarinin alt smir1 250 nm kadardir. Bu nedenle 6—oc* gecisine tekabiil
eden floresanslara pek rastlanmaz. Anilan dalga boyuna kadar olan 1sinlar ancak m—n*
ve m—n gecisleri meydana getirebilirler. 200 nm' lik bir 15min enerjisi 140 kcal/mol
kadardir. Bu biiyiikliikteki enerji floresans 1simasi yapan molekiiliin baglarindan bir
kismini1 koparir.

Bir molekiiliin uyarilmasi ne kadar enerjili olursa olsun, en diisiik uyarilmis hale
titresim relaksasyonuyla veya i¢ doniisiiyle gelir ve ondan sonra floresans 1s1masi yapar.

Gelen 151n1n siddetinin(yogunlugunun) artmasi, floresansi artirir.

2.5.3. Derisimin floresans siddetine etkisi

Bir molekiiliin floresans etki gdsterebilmesi i¢in once iizerine gonderilen 1s1may1

sogurmasi gerekmektedir. Floresans 1smin siddeti maddenin derisimi ile ancak diisiik
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derisimlerde dogru orantilidir. Yiiksek derisimde gelen 1smin timii ¢dzeltinin 1lk
tabakalar1 tarafindan sogurulur ve ¢ozeltinin uzak kisimlarina ulasamaz.

Gelen 151 ile analit molekiilii tarafindan absorblanan 1smn arasinda bir oran
vardir ve bu oran Lambert-Beer yasasi ile tanimlanir. Lambert-Beer yasas1 asagidaki
esitlik ile verilir.

A = €bC = -log 1/Io (2.18)

Esitligin her iki tarafi 1’den ¢ikarilirsa;
1- Vo= 1-¢* To-I=1Io(1 - ¢ ) (2.19)

halini alir. Burada; [o - [ = absorblanan 151 olduguna goére floresans yogunlugu F,
F = (lo- H® (2.20)

Burada @, kuantum verimi veya kuantum verimi orani, yani liiminesans yapan
molekiillerin sayisinm toplam uyarilmis molekiil sayisina oranidir. Ornegin; floresein
gibi oldukga floresans bir molekiil i¢in kuantum verimi bire yakindir.

Floresans yapmayan bazi molekiillerde ise sifira yakindir. Yukaridaki son iki
esitlik g6z Oniine alinirsa floresans yogunlugu igin,

gbc

F=1Io(1-e€ )b (2.21)

esitligi elde edilir. Seyreltik ¢ozeltilerde ebC kii¢iik olacaktir. Yukaridaki esitligin seri
acilimi, yaklasik olarak

F =2,303eblo®C (2.22)

esitligine esit olur. Esitlikte 2,303eblo® degerleri sabittir cihaza ve analizi yapilacak
maddeye 6zgiidiir ve K bu sabiti temsil etmek tlizere esitlik

F=KC (2.23)

sekline doniisiir. Bu esitlige gore bir maddenin yaydig: floresans 11 siddeti, seyreltik
numunenin derisimiyle orantilidir ve 151n yayan molekiiliin derisimine karsi floresans
giliciiniin grafigi seyreltik c¢ozeltilerde dogrusaldir. Elde edilen dogrunun egimi K
sabitini verecektir.

Floresans 1s1masinin siddeti, maddenin derisimiyle orantilidir. Floresans, derisim
arttikca artar, ancak belli bir noktada derisim c¢ok fazla arttirildiginda artik derisimle

orantili olarak artmaz ve hemen hemen sabit kalir(Sekil 2.9.).
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K onsantrasyon

Sekil 2.9. Floresans siddetine konsantrasyonun etkisi

2.5.4. Yapisal faktorler

Molekiillerde diizlemsellik, ddonmenin engellenmis olmasi, konjugasyon ve halka
sayisiin artmasi genellikle floresans verimini arttirir.

Bunlardan birincisini ele alirsak, molekiilde n—n* gecisini kolaylastiracak
konjuge m(pi) baglar1 olmalidir. Ornegin kinolin ve indol gibi maddeler oldukca siddetli

floresans 6zelligi gosterirler.

X
- /

N N

Sekil 2.10. Kinolin ve indol molekiilleri.

Konjuge m baglar1 iceren molekiillere siibstitiie gruplarin etkisi ise sOyle
verilebilir; elektron verici gruplar (6rnegin -NH,, -OH gibi) floresans: arttirdigi halde,
elektron alict olan gruplar (6rnegin, -NO,, -X, -CHO, -N=N- gibi) floresans1 azaltir,
bazen de ortadan kaldirir. Genellikle orto- ve para- pozisyondaki siibstitiientler halkaya
elektron verirler ve muhtemelen olusacak floresansi arttirirlar. Meta- pozisyondaki
siibstitiientler halkadan elektron ¢ekerler ve muhtemel floresansi azaltirlar. Molekiiliin
biinyesinde veya molekiiliin ¢oziindiigii ¢6ziiclide bulunan agir bir atom (I veya Br gibi)
molekiiliin floresans verimini azaltwr, triplet olusumu verimini arttirir ve bu nedenle
genellikle fosforesans verimi artar. Bir ¢ok siibstitiie olmamig aromatik bilesik floresans
ozellik gosterir. Bunlarin kuantum verimleri halka sayisiyla ve bu halkalarin kondanse

olma dereceleriyle orantili olarak artar. Ancak, aromatik olmalarina ragmen, floresans
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ozelligi gostermeyen bilesikler de vardir. Bunlara pridin, furan, pirol gibi maddeler
ornek verilebilir. Bunun nedeni, boyle bilesiklerde en diisiik enerjili gegisin n — w*
olmasidir. Bu tip bir gecis sonucu uyarilan maddeler kolaylikla triplet hale gecerler ve

sadece fosforesans 6zelligi gosterirler.

2.5.4.1. Konjiigasyon etkisi

Konjiigasyona hem aromatik hem de alifatik bilesiklerde rastlanir. Bu iki bilesik
tiirli karsilastirildig1 zaman; aromatik konjiigasyonda n elektronlar1 delokalize durumda,
alifatik konjiigasyonda ise lokalize durumda oldugu goriilir. Yani = elektronlari
aromatik bilesiklerde diisiik bir enerjiyle uyarilabilirken alifatik bilesiklerde molekiil
yapisin1 bozmadan uyarilabilecek kadar gevsek baglh degildirler. Ancak alifatik karbonil
bilesikleri floresans kuantum verimini ¢ok disiik olacak sekilde bir floresans
yapabilirler. Ciinkli karbonil oksijeni iizerindeki bag yapmamus elektron ¢ifti m*
orbitaline diigiik bir enerji ile uyarilabilir. Yukarida belirtildigi gibi aromatik
bilesiklerde konjuge durumdaki ¢ift baglarin © elektronlar1 delokalize durumdadir.
Halka sayis1 arttikca delokalizasyon da artar. Bunun sonucu olarak da halka sayisi
arttik¢a floresans siddeti artar.

Benzende floresans yiiksek enerjili fotonlarla gerceklestirilirken pentasende
diisiik enerjili fotonlarla olmaktadir. Benzendeki floresans daha yiiksek enerjili olan UV

bolgede olurken, pentasendeki floresans goriiniir bolgede olur.
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Sekil 2.11. Floresans siddetine konjiigasyonun etkisi.

2.5.4.2.Yapisal sertligin etkisi

Sert yapili molekiillerdeki floresansin daha fazla oldugu deneylerle saptanmustir.
Ornegin, fluoren ve bifenilin kuantum verimleri, benzer dlgme kosullarinda sirasiyla,
1.0 ve 0.2 dolayindadir.

Fluoren metilen grubu kopriisii nedeniyle daha sert bir yapidadir, bu nedenle de
floresans 0zelligi bifenilden daha fazladir. Benzer pek ¢ok 6rnek gosterilebilir. Ayrica,
floresans boyalar kati1 bir yiizey (sertligi artiricit etki) iizerinde absorblandiginda

emisyon artar.

SOOC

Sekil 2.12. Bifenil ve Floren molekiilleri.

Baz1 organik selat maddeleri bir metal iyonuyla kompleks olusturdugunda,
floresans ozellik artar, bu durum da molekiil sertliginin artmasinin bir sonucudur.
Ornegin, 8-hidroksikinolinin floresans siddeti, bunun ¢inko kompleksininkinden ¢ok

daha azdir.
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Sekil 2.13. Yapisal sertligin etkisi.

Rijid olmayan molekiillerde i¢ doniisme daha kolay oldugundan, 1s1masiz enerji
kaybr olasiligi ¢ok daha fazladir. Bu hal, bilindigi gibi, floresans siddetini azaltir.
Bundan bagka rijid olmayan bir molekiiliin bir tarafi, 6teki tarafina gére daha zayif

enerjiyle uyarilmis olabilir. Bu da floresans emisyonunu azaltan bir etkendir.
2.5.5. Sicaklik ve viskozite:

Sicakligin artmasi ve ¢dziicliniin viskozitesinin azalmasi, uyarilmis molekiil ile
diger molekiillerin ¢arpismasi ve ayrica sistemler arasi gegislerin olasiligmi
arttirmaktadir. Diisiik sicaklikta ve yiiksek viskoziteli ortamda ise dinlenme zamani

uyarilmig durumun émriinden daha uzun olmakta ve floresans artmaktadir.
2.5.6. Coziicii etkisi

Kullanilan c¢oziiciiler floresans siddetinin veya floresansin gorildiigii dalga
boyunun degismesine neden olabilir. Coziiciiniin genellikle uyarilmis durumundaki
molekiiller ile H bagi olusturmasi temel hale i1simasiz doniis isleminin hizini
arttirdigindan floresansin siddetinde azaltma olur. Coziicliniin polarligmmin artmasida
floresans1 etkiler. Ciinkii, polar ¢oziiciiler n—n* gecislerinde enerji farkini genellikle
artirarak floresans 1simasmni azaltir. Bazi hallerde m—mn*ge¢isinin enerjisi n—m*
gecisininkinin altma bile diiser. Icinde agir atomlar igeren ¢dziiciiler, Ornegin,
karbontetrakloriir ve etiliyodiir, floresans isimasinin siddetini azaltir. Agir atomlar

floresant madde tizerinde oldugu zaman da ayni 6zelligi gosterirler. Atom numarasi
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arttikca spin ve toplam orbital momentleri arasindaki etkilesmeler biiyiir ve uyarilmis
triplet hale doniismesi olasilig1 artar. Triplet hal fosforesansi artirip, floresansi azaltir.
Bir molekiiliin floresansini, agir atomlar iceren coziiciiler veya yapisinda agir
atomlar bulunan bilesikler azaltir; karbon tetrabromiir ve etil iyodiir bu tip maddelerdir.
Buradaki etki, fluoresans maddelere agir atomlarin siibstitiisyonunda goriilen etki ile
aynidir; orbital spin etkilesimi ii¢li olusum hizmi artirir ve buna uygun olarak da
floresans azalir. Agir atomlar iceren bilesiklerde yiiksek floresans istendiginde, madde

uygun bir solventle birlestirilir.

2.5.7. pH’1n Etkisi

Asidik veya bazik halka siibstitiienti bulunan bir aromatik bilesigin floresansi,
cogunlukla, pH’a bagimhidir. Bilesigin iyonize ve iyonize olmamus hallerinin dalga
boyu ve emisyon siddetleri farklidir. Boyle maddelerin iyonlasmis ve iyonlagsmamis
(molekiil) hallerinin hem floresans siddetleri, hem de yaydiklar1 floresan 1ginlarin dalga

boylar1 birbirinden farklidir. Bunlara anilin ve fenoliin molekiil ve iyon halleri 6érnek

P Ue Y

H—N—H H—N—H H—N—UH |

verilebilir.

H

Sekil 2.14. Anilinin iyonlagmis halleri.

Bu bilesiklerin emisyon degerlerindeki degisiklikler, asit-baz indikatorlerinde
gozlenen farklilia benzer; gercekte, ¢ok renkli cozeltilerde asit-baz titrasyonlari
floresans indikatorlerle yapilir. Ornegin, 1-naftol-4-siilfonik asitin floresansi, ultraviole
bolgede olustugundan, goézle izlenemez. Baz ilavesiyle madde fenolat sekline
dontistiiriiliirse, emisyon piki goriiniir dalga boylarma kayar ve gozle izlenebilir hale
gelir. Bu degisiklik, fenoliin asit disosiyasyon sabitinden ¢ikarilan pH dan farkli bir
pH'da olusur; nedeni "uyarilmis" molekiiliin asit disosiyasyon sabitinin ayni molekiiliin
temel haddeki degerinden farkli olmasidir. Uyarilma ile asit veya baz disasiyasyon

sabitlerinin degigsmesi olagandir; biiyiikliigii 4. veya 5. derecedendir.
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Bu incelemelere gore, floresansa dayanan analitik islemlerde pH’in ¢ok iyi

kontrol edilmesi geregi agikca goriilmektedir.

2.5.8. Coziinmiis oksijen, paramagnetikler ve agir atomlar

Coziinmiis oksijen genellikle floresans i1simasmin siddetini azaltir. Bunun
nedeni, maddenin fotokimyasal indiiksiyonla oksitlenmesidir. Ancak, genellikle
paramanyetik oksijen mokeliiliiniin etkisiyle baglanma yoluyla quencing olay1 meydana
gelir. Bu sistemler aras1 gegisi ve dis gecisi etkiler ve triplet hal ortaya ¢ikar. Molekiiler
oksijen paramagnetik oldugundan, singlet halin triplet hale doniismesini kolaylastirip
floresansin1 azaltir. Bu nedenle analizden oOnce c¢ozeltiden c¢oziinmiis havanin
uzaklastirilmas1 uygundur.

Floresans bir ¢0zeltinin siddeti, ortamda ¢oziinmiis oksijen bulunmasi
durumunda azalwr. Bu etki, floresans taneciklerin  fotokimyasal tesirle
oksitlenmelerinden kaynaklanabilir.

Oksijenden baska Fe **, Co”", Ni*", Cu®" gibi paramagnetik ve dis d orbitalleri
dolmamis gecis elementleri de floresansi sondiirmektedir. Bunlarin etkileri de oksijende
oldugu gibidir. Hg>", Au®" gibi diyamagnetik atomlarda floresans: azaltmaktadir. Na",
K', Ca*", Mg”" gibi diyamagnetik hafif metaller floresansi degistirmezler.

Paramagnetik maddeler: Miknatislanma ¢ok zayiftir ve miknatislayici magnetik
alan yoniindedir. Paramagnetik maddeler kuvvetli miknatis tarafindan hafifce ¢ekilirler.

Ornegin; O,, N,O, Al, ozon, Pt gibi.

2.6. Floresans Analiz Cihazlar

Fotoliiminesans oOlglimlerinde kullanilan alet sekil 2.15°de sematik olarak
goriilmektedir (Skoog, 2000).

Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolgede 151 yayan bir 151k kaynagindan gelen 151n
bir monokromatérden (uyarma monokromatorii) gectikten sonra Ornege gonderilir.
Ornekten kaynaklanan liiminesans genellikle uyaran 1s13a gdre 90°’lik bir agidan
toplanarak dedektore ulasir. Boylece numuneyi uyaran i1smin dedektére ulagmasi
Onlenir. Liiminesans spektrumunun elde edilmesi i¢in ikinci bir monokromatdriin

(emisyon monokromatorii) 6rnek ile dedektor arasina yerlestirilmesi gerekir. Daha basit
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aletlerle monokromatdrler yerine uygun filtreler kullanilir. Filtreli aletlere, kullanildig1
amaca gore florimetre veya fosforimetre, monokromatorlii aletlere ise spektroflorimetre
veya spektrofosforimetre adi verilir. Liiminesans 6lglimii yapan aletlerin tek kanallist

oldugu gibi, ¢ift kanall1 tiirleri de vardir.

Sekil 2.15. Fotoliiminesans dlgliimleri igin kullanilan cihaz.

Fotoliiminesans Olglilmesi i¢in kullanilan cihazlarin g¢esitli  bilesenleri,
ultraviyole goriiniir bolge fotometreleri veya spektrofotometrelerinde bulunanlarla
benzerdir. Sekilde florimetreler ve spektroflorometrelerdeki bu bilesenlerin tipik bir
dizilisi goriilmektedir. Hemen hemen biitiin floresans cihazlarinda giic kaynagindaki
dalgalanmalar1 dengelemek (etkisini gidermek) i¢in ¢ift 1sinli optik sistem kullanilir.
Numuneden gelen 1sm, Once floresans uyaracak isinlar1 geciren, fakat floresans
emisyonunun dalga boyundaki isinlar1 disarida tutan veya sinirlayan bir uyarilma

filtresinden veya bir monokromatorden geger.



27

Binncil
lalire veva
monokromatis

Kaynak Sy
™
/r._... = —p

Frnadyom igin

Lyin

Aralney ikimeil tltne
YiEva |n||-n||-i:n-r|'|_1h1r
™ Referans Wi
@ foregoguluc @ Fotogogalue

1 T

Fark

s lilik atar

[-m s

Sekil 2.16. Fotoliiminesans cihazmnin sematik gdsterimi.

Civa ark lambasi hat seklinde 151k yaydigindan cok filtreli aletlerde kullanilir.
Olgiimlerin UV bolgesi yerine goriiniir bolgede yapildig1 durumlarda, tungsten lambasi
veya cesitli lazerler de 151k kaynagi olarak kullanilabilir. Fotoliiminesans 6l¢timlerinde
kullanilan 6rnek kaplar1 absorpsiyon dlgiimleri i¢in kullanilanlarin aynisidir. 320nm’den
daha kisa dalgaboylu emisyon Olclimlerinde pireks kaplar yerine kuartz veya silika
kaplar kullanilmalidir. Fosforesans ol¢timleri genellikle sivi azot sicakliginda (77K)
yapildigindan 6rnek kabi azot iceren bir Dewar kabina yerlestirilir. Kullanilan Dewar
kabmin uyaran ve yayilan 1sm1 geciren pencereleri olmasi gerekir. Fotoliiminesans
Olciimlerinde kullanilan dedektor, fotogogaltict tiir dedektordiir.

Liiminesansin 6l¢iildiigii dalga boyu sabit tutulup, uyarma monokromatdriindeki
dalgaboyu ayar1 degistirildiginde, bu liminesansa yol agan uyarici 1smin spektrumu elde
edilir. Bu spektruma, uyarma spektrumu adi verilir. Uyarma spektrumu,
spektroflorimetre ile elde edilmesine yani yayilan 1smm 0Jlglimiine dayanmasina
ragmen, molekiiliin absorpsiyon spektrumu ile ayni1 dalgaboyu araliginda elde edilir ve
bir bakima molekiiliin diizeltilmemis absorpsiyon spektrumu gibidir.

Uyarma dalgaboyu sabit tutulup emisyon monokromatdriindeki dalgaboyu ayari
degistirilirse, 6rnek i¢in liminesans spektrumu elde edilir. Liiminesans spektrumu,
uyarma spektrumundan daha uzun dalgaboyu bolgesindedir. Hem uyarma hem de

emisyon monokromatoriindeki dalgaboyu ayarlar1 aralarinda belli bir dalga boyu farkai,
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A, uygulanarak ve ayni hizda birlikte degistirilerek liiminesans 6lgiimii yapilabilir. Bu
tiir spektrum elde etme yOntemine senkron spektroflorimetri yontemi denir ve bu
yontem Ozellikle birden fazla floresant madde igeren karisimlarin kantitatif analizinde
kullanilir. Uyarma, liiminesans ve senkron liiminesans spektrumlara ait 6rnekler Sekil

2.17°de goriilmektedir.
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Sekil 2.17. Antrasenin uyarma, liminesans ve senkron liiminesans spektrumlari.

Fotoliiminesans Ol¢iimlerinden ©nce, uyarma ve emisyon spektrumu ve
liminesans kuantum verimi bilinen bir madde ile (6rnegin kinin siilfat ¢ozeltisi) 6lgiim

yapilarak, aletin kalibre edilmesi gerekir.

2.7. Spektroflorometrelerin Ayarlanmasi

Bir spektrofotometre kullanmadan 6nce standart maddelerle ayarlanmalidir. Bu
amagcla ¢ok ¢esitli maddeler kullanilabilir. Bunlara florofor maddeler de denir. Florofor
maddelerden en ¢ok kullanilan kinin siilfattir. Kinin siilfat ¢ozeltisi (1.10° M) dalga
boyu 350 nm olan bir 1ginla uyarildigi zaman dalga boyu 450 nm olan siddetli bir 151n
demeti verir. Salisilik asit de bu amagla kullanilabilir. Salisilik asit ¢ozeltisi 308 nm
dalga boyunda bir 1smla uyarilirsa, o da 450 nm dalga boyunda, bir floresan 1s1n demeti
verir. Bu amagla ¢ok kullanilan bir bagka ayar maddesi de asetil salisilik asittir (ASA).
Bu madde 278 nm dalga boyunda bir 1s1nla uyarildiginda 335 nm dalga boyunda siddetli

bir floresans 1s1n1 verir (Glindiiz, 2002).
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2.8. Florimetrinin Uygulama Alanlan

Spektroflorimetri veya fotoliiminesans metotlar1 en hassas analitik metotlar
arasindadir. Spektroflorimetrik metotlar hassasliklarinin yani sira ¢ok da spesifiktir.
Literatiirde 2000 ile 3000 arasinda maddenin direkt florimetrik 6l¢iimiiniin yapilabildigi
yayimlanmustir.

Floresans gosteren bir maddenin yaydigi ismin dalga boyu o madde i¢in
karakteristik oldugundan floresans analizleri ile maddelerin kalitatif analizi miimkiin
olur. Kantitatif analizler ise belirli bir derisim araliginda floresans siddeti ile derisimi
arasindaki iligkinin dogrusal olmasindan yararlanilarak yapilir. Kolorimetrik veya
spektrofotometrik yontemlerle tayin edilemeyen cok diisiik derisimlerdeki cozeltiler
(10* - 10° pM) floresans yontemiyle tayin edilebilirler.

Florimetri besin endiistrisinde, farmakolojide, klinik numunelerde, biyokimyasal
bilesiklerin analizinde, hava ve ¢evre kirliligi tayinlerinde, tarim kimyasinda ve pek¢ok

organik ve inorganik bilesigin analizinde tercih edilen bir enstriimental yontemdir.

2.8.1.inorganik analizler

Florimetrik olarak tayini yapilan inorganik maddeler baslica ii¢ gruba ayrilirlar.
Birincisi dogrudan analiz yontemidir; bunda, bir floresans selat olusturularak bunun
emisyonu Olgiiliir. ikinci yontemde, analizi yapilan maddenin sondiiriilme (guenching)
Ozelliginden yararlanilir; yontem floresanstaki azalmanin 6lgiilmesine dayanir (anyon
analizlerinde c¢cok kullanilir). Katyonlar uygun selatlagtirict maddelerle floresant
kompleks verebilir. Bu sekilde floresant kompleksler veren katyonlar renksiz
katyonlardir ve bunlarin kompleksleri genellikle renksizdirler. Renkli  kompleks
olusturan iyonlar spektrofotometrik yontemle kolayca tayin edilebilirler. Renksiz
kompleks olusturan iyonlar1 da tayin etme olanagi vermesi nedeniyle florimetriye
spektorofotometrinin tanimlayicis1 da denebilir.

1. Analit molekiiliin kendi dogal floresaninin o6lgiildiigii direkt metotlar: Nadir
toprak elementlerinin analizleri ve floresans 6zellige sahip uranil(IV) iyonunun (UO, ™)
tayini, floresein, rodamin-B, kuvartz ve bir kalsiyum floriir minerali olan fluorspar’in
tayini Ornek olarak verilebilir. Bunlar, dogrudan dogruya uygun bir c¢ozeltileri

hazirlanarak tayin edilebilirler. Cozeltilerinde dogal olarak floresans 6zellik gosteren
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tiirlere en 6nemli 6rnek lantanitler ve aktinitlerdir. Bunlarin ortak 6zellikleri UV 1sminin
absorpsiyonuyla daha yiiksek enerjili orbitale yiikseltilebilen f elektronlarinin dolmamais
enerji diizeyinin varlhigidir.

2.Floresent olmayan bir analitin, floresent bir tiireve doniistiiriildiigii veya
floresent olan bir kompleks olusturmak iizere selatlastirici bir madde (ajan) ile
analitin reaksiyonuna dayanan tiirevlendirme metotlari: Florometrik tayin, gegis
metallerinin bir floresant madde ile tepkimeye sokulup yeni bir floresant iiriin veya
etiketlenmis iirlin olusturulmasi ile yapilir. Bu yontemin nicel eser analizlerde genis bir
kullanim alani vardir. Baz1 organik bilesiklerin ge¢is metal katyonlariyla verdikleri
kompleks bilesiklerin tayini, benzokinonun siyaniirle reaksiyonuyla floresent 2,3-
disiyano-dihidroksikinon halinde tayini Ornek olarak verilebilir. Genellikle
komplekslestirici madde olarak kullanilan organik ligandlar oksijen ve azot gibi
heteroatomlar icerir ve floresant degillerdir. Florimetrik bir reaktifin ilavesiyle tayin
edilmekte olan inorganik elementler arasinda Al, Au, B, Be, Ca, Cd, Cu, Eu, Ga, Gd,
Ge, Hf, Mg, Nb, Pd, Rh, Ru, S, Sb, Se, Si, Sm, Sn, Ta, Te, Th, W, Zn ve Zr yer
almaktadir.

Florimetrik reaktif olarak kullanilan, genel komplekslestirici maddelerin

bazilarinin yapilari:
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Sekil 2.18. Florimetrik reaktif olarak kulanilan bazi genel komplekslestirici maddeler.

Florimetrik reaktifler kullanilarak yapilan dogrudan tayinlere ek olarak dolayl
tayinler yapmak da miimkiindiir. Analite, floresant olmayan bir kompleksin asiris1 ilave
edildiginde, analit, kompleksin yapisinda bulunan metale liganddan daha kuvvetle etki
eder ve komplekste ligand ile yerdegistirir. Boylece serbest hale gelen ligand miktariyla,
dolayisiyla analit miktariyla orantili bir floresans ortaya ¢ikar.

3.Analitin quenching (engelleme, sondiirme) etkisinin, bazi floresans tiirlerin
analitik sinyalinin gsiddetinin azalmasina sebep oldugu quenching metotlari: Bu
metodun prensibi, floresent tiirlere ait floresans emisyonunun analit tarafindan
sondiiriilmesidir. Bunun sonucunda da analit konsantrasyonu artarken floresans siddeti
diiser. Floresans, floresent tiirlerin analit ile kimyasal bir reaksiyon vererek
bozulmasindan dolay1 azalir. Bu metot, farkli sondiirme etkisine sahip birden fazla
benzer ozellikteki maddenin se¢imli olarak tayin edilmesinde kullanilan bir metottur.
Ornegin, halojeniirlerin se¢imli tayinleri (CI, Br, I') kinin {izerine farkli engelleme

etkisinde bulunma 6zelliklerinden yararlanarak yapilabilir. Quenching verimi halojenin
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kiitlesiyle orantili olarak artar. Yayilan floresans 1sinin ¢ozeltideki bilesenler tarafindan
sogurulmasi nedeniyle siddetinin azalmasi olayma sondiirme denir. Maddenin kendi
kendini sondiirmesi olayma cevreye bagli sonme (self quenching) denir. Derisim
artmast ile bu durum ortaya ¢ikar (Brand ve ark., 1997). Sondiirme; uyarilmis
durumundaki molekiillerin safsizlik olarak bulunan yabanci molekiiller ile carpigmasi
sonucu 151masiz enerji kaybi ile de olabilir. (safsizlik sondiirmesi).

Gecis elementlerinin  katyonlarinin  selat kompleksleri floresans 6zellik
gostermezler. Bunun nedenleri soyledir, (Giindiiz, 2002):

a) Gecis elementleri katyonlar1 genellikle paramanyetiktir. Paramanyetik
maddeler haller aras1 gecisi kolaylastirdiklarindan singlet hal kolayca triplet hale
doniisiir.

b) Gecis elementleri katyonlarinda enerjice birbirlerine ¢ok yakin enerji

diizeyleri oldugundan, i¢ doniismeler kolaydir.

2.8.2. Organik bilesiklerin analizi

Organik bilesiklerin bir bolimii kendiliginden dogal olarak liiminesanttir.
Bunlara en iyi 6rnek, naftalen, fenantren, antrasen, pentosen, perilen vb. ¢oklu halkali
bilesikler aromatik hidrokarbonlardir. Liiminesant olmayan organik ve biyokimyasal
bilesikler, floresans veya fosforesans Ozellige sahip bir tiirevi kantitatif olarak
hazirlanabiliyorsa florimetrik veya fosforimetrik olarak tayin edilebi

Organik sorunlara uygulanan florometrik analizlerin sayis1 sasirticidir. Weissler
ve White bunlardan ¢ok Onemlilerini gesitli tablolarda toplamislardir. "Organik ve
Genel Biyokimyasal Maddeler" basligi altinda 100'den fazla madde icin bilgi bulu-
nabilir; Adenin, antranilik asit, aromatik polisiklik hidrokarbonlar, sistein, guanidin,
indol naftoller, bazi sinir gazlari, proteinler, salisilik asit, skatol, triptofan, iirik asit, ve
varfarin bu tablolardaki baz1 maddelerdir. Florometrik olarak analiz edilebilen 50 kadar
tibbi madde sayilabilir. Bunlardan bazilar1 adrenalin, alkilmorfin, kloroquin, digitalis
prinsipils, liserjik asit dietilamin (LSD), penisilin, fenobarbiital, prokain, ve reserpindir.

Florometrenin yiyeceklerde, farmasetiklerde, klinik Orneklerde, ve dogal
iirtinlerde ¢ok genis bir uygulama alani bulunur. Y6ntemin bu alanda basariyla uygula-

nabilmesinin en 6nemli nedeni hassasiyeti ve segiciligidir.
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2.9. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteri, mantar ve aktinomisetler gibi canli mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen veya sentezle hazirlanan, diisiik yogunlukta bile
bakterilerin gelismesini etkileyen ya da onlar1 6ldiiren maddelerdir. Biitiin bakterilerde
yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme donemlerinden olusan ii¢ ¢ogalma devresi
vardir. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavas gelisme donemlerinde etki gosterirler.
Bu etkilesim ya bakterilerin 6ldiiriilmesi (bakterisid etki) ya da bakterilerin gelisimi ve
iiremesinin durdurulmas: (bakteriostatik etki) seklinde olur. Ornegin penisilinler,
aminoglikozidler, sefaloporinler, vankomisin, florokinolonlar ve basitrasin, bakterisid
etkiye; tetrasiklinler, makrolidler ve siilfonamidler ise bakteriostatik etkiye sahiptirler.
Antibiyotikler;

1. Hiicre duvari sentezini engelleyerek

2. Sitoplazmik zarm gecirgenligini degistirerek

3. Niikleik asit sentezini onleyerek

4. Ara metabolizmay1 bozarak

5. Protein sentezini engelleyerek bakteri hiicresi {lizerinde etkilerini gosterirler
(Akkan ve ark., 2003; Dokmeci ve ark., 1992; Kayaalp, 1991).

Ara metabolizmanin bozulmasina neden olan ilaglar, bakteriler i¢in gerekli bazi
maddelerin (folik asit gibi) sentezini engellerler. Bu grup ilaglara o6rnek olarak
siilfonamidler, kinolonlar, siilfonlar, trimetoprim, p-salisalik asit ve izoniazid
gosterilebilir. Istenen antibakteriyel etkinin saglanmasi i¢in antibiyotiklerin seciminde
bu 6nemli kosullara dikkat edilmesi yerinde olur. Penisilinler ise irin varligimdan
etkilenmezler. Oral kullanilan tetrasiklinler mide-barsak iceriginin kalsiyumdan zengin
olmas1 durumunda gerekli antibakteriyel etkilerini gosteremezler. iki degerli mineraller
ise florokinolonlarin etkisini 6nemli dl¢iide azaltirlar.

Viicutta bulunan dogal bariyerler antibiyotiklerin kullanimini 6nemli 6lgiide
kisitlayabilirler. Kan-beyin bariyerini florokinolonlar, siilfonamidler, rifampin,
izoniazid ve metronidazol kolayca gecerken penisilinler, sefalosporin, tetrasiklinler ve

kanamisin iltihabli durumlarda gecebilir (Akkan ve ark., 2003;  Sanli ve ark., 1994).
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Antibiyotiklerin farmakokinetik ozelliklerine gore siniflandirimalari:

1. Akciger dokusuna 2. Kemik dokusuna 3. intraseliiler 4. Barsaklardan
girifli iyi olan girifli iyi olan penetrasyonu iyi olan  emilmeyen
antibiyotikler: antibiyotikler: antibiyotikler: vemide s1visinda
parcalanmayan
antibiyotikler:
e  Penisilin, e  Metisilin e  Tetrasiklinler e  Aminoglikozi
Ampisilin e Sefazolin e Makrolitler dler:
e  Tetrasiklin o Klindamisin, e Etambutol e Kanamisin,
e Eritromisin, e Linkomisin e Kloramfenikol e Neomisin,
e  Spiramisin e Rifamisin e Paromomisin
e  Florokinolonlar e Florokinolonlar e Kolistin,
e Klindamisin e  Polimiksin
e  Trimetoprim

5. Kan-beyin engelini asabilen Menenjit tedavisinde kullanilabilen antibiyotikler:

1. Kolay Asabilenler:
e Kloramfenikol
e Ko-trimoksazol
e 3.Kusak Sefalosporinler
e Florokinolonlar

6. Safradan aktif sekilde atilanlar:

Ampisilin

Makrolitler
Linkomisin
Tetrasiklin

Tiamfenikol

2.9.1. Kinolonlar

Yiiksek Dozda
Asabilenler:
e  Penisilinler,
e  Ampisilin
e  Gentamisin

Tiiberkiiloz Menenjitte
Kullanilanlar
e Rifampisin
e isoniazid
e  Streptomisin

7. Idrarla aktif sekilde atilanlar:

Ampisilinler
Sefalosporinler
Aminoglikozidler
Kolistin, Polimiksin B
Ko-trimoksazol

Kinolonlar

Kinolonlar, insan ve veteriner ilaglar1 olarak genis kullanim alani olan sentetik

antimikrobiyal ajanlardir (Shim ve ark., 2003; Turiel ve ark., 2003; Espinosa- Mansillal

ve ark., 2005). Kinolonlar, bakterilerde DNA giraz enziminin inhibisyonu ile gram

pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 aktivite gosteren genis spektrumlu bir gruptur

(Quiming ve ark., 2007; Toussiant ve ark., 2002; Lii ve ark., 2005). Kinolonlar

insanlarda ve hayvanlarda iist solunum yolu, {iriner sistem ve sindirim sistemi

infeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaclardir. Bununla birlikte, bu
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ilaclarin hayvanlarda yogun olarak kullanilmasi gida maddesi olarak kullanilan hayvan
dokularinda ila¢ kalintilarinin kalmasma neden olabilmekte bu da insanlarda
zehirlenme, ilag direnci ya da alerjik reaksiyonlar gibi ciddi problemlere neden
olabilmektedir (Toldra ve Reig., 2006).

Kinolonlar sentetik olarak iiretilen kimyasal maddelerdir. Bu grup antibakteriyel
ajanlarm 1ilk iiyesi olan nalidiksik asit 1960’11 yillarda antimalaryal bir ila¢ olan
klorokinin saflastirilmasi sirasinda elde edilen bir ara iirlinden iiretilmistir (sekil 2.19)

(www.sbimc.org).

N/\
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Sekil 2.19. Klorokinin saflastirilmasiyla nalidiksik asitin elde edilmesi.

Daha sonra 1980°li yillarda florlanmis kinolonlar, 4-kinolonlar, kinolon
karboksilik asitler de denilen yeni kinolon tiirevleri klinik kullanima girmis ve ¢esitli
infeksiyonlarin tedavisinde yaygm olarak kullanilmaya baslanmistir (Ozalp, 2002;
www.omu.edu.tr; Dokmeci, 1992). Kinolonlarda yapilan yap1 degisiklikleri ile yeni
jenarasyon kinolonlar gelistirilmistir. Nalidiksik asitle yapisal iligskisi bulunan yeni
kinolon tiirevleri nalidiksik aside benzer sekilde bakterisidal, oral alindiginda iyi
absorbe olan, kullanim1 kolay ilaglardir. Nalidiksik asitten farkli olarak in vitro daha
etkin, daha genis antibakteriyel etki spektrumuna, daha iistiin farmakokinetik 6zelliklere

sahip, direncli bakteri gelisimine de daha az neden olmaktadirlar (Park ve ark., 2002).
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Gegen son 15 yilda florokinolonlar, bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde ¢ok
biliylik 6nem kazanmistir. Kinolon gurubu ilaglar, genis spektrumu ve oral yoldan
kullanilabilirliginden dolayr bu smifta hala genis kullanim alant bulmaktadir.
Kinolonlarda yap1 aktivite iliskilerinin gelistirilmesi ile yeni birgok kinolon iiretilmistir
ve klinik testleri yapilmaktadir (Andriole, 2000).

Yeni kinolonlarm binlerce tiirevi elde edilmis ve halen iiretilmekte iken
bunlardan ancak bazilar1 insan infeksiyonlarinda kullanilir durumdadwr. En ¢ok
uygulananlarin basinda norfloksasin, enoksasin, ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin
gelmekte; bunlar1 fleroksasin, lomefloksasin, temafloksasin, amifloksasin, difloksasin,
tosufloksasin, sparfloksasin izlemektedir.

Gidalar florokinolonlarin ¢ogunun emilimini etkilemez. Bununla birlikte;
aliminyum, magnezyum, kalsiyum, demir ve bakir gibi bazi katyonlarla kinolonlar
selat olustururlar. Bu etkilesmeler emilme ve biyoyararlanimi 6nemli Glgiide azaltir,
ayn1 sekilde serum ila¢ yogunluklarini diistiriir ve hedef dokulara gecisi zayiflatir.

Kinolonlarin, biyolojik numunelerdeki tayinleri siklikla UV ve floresans
dedektorler kullanilarak sivi kromatografi yontemi ile yapilir. (Ballesteros ve ark.,

2003).

2.9.2. Kinolonlarin yapisi

Kinolonlarin temel yapis1 iki halkadan olusmaktadir. Ana ¢ekirdek genellikle bir
azot atomu (kinolinler) igerir. Birinci pozisyonda (N), iigiincii pozisyonda (COOH) ve
dordiincii karbon atomuna ¢ift bagla bagl (O) igeren temel yap1 antibakteriyel etki icin
sarttir. Tim yeni kinolonlarda C6 poziyonunda antibakteriyel aktivite i¢cin bir flor
bulunur. Son zamanlarda ise yiiksek aktiviteye sahip, 6 numarali C atomlarinda flor
grubu tasimayan ancak yan zincirde flor ihtiva eden tiirevleri gelistirilmistir. Bu sekliyle
hazirlanan ilaglar nalidiksik asit gibi klasik ilaglardan belirgin farkliliklar gosterirler ve
genel bir terim olarak da florokinolon yerine kinolonlar olarak adlandirilabilirler. Sekil

2.20°de kinolonlarin temel yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.20. Kinolonlarm genel gosterimi

Son 15-20 yilda bu temel yapidan iiretilen ¢ok sayida kinolon klinik kullanima
girmis, c¢ok daha fazlasmm da klinikk Oncesi ¢aligmalar1 devam etmektedir

(www.omu.edu.tr). Kinolonlar arasindaki antibakteriyel etkinlik ve farmakokinetik

farkliklar, kimyasal yapilarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir(www.infeksiyon.org)

2.9.3. Siiflandirilmalari ve farmokinetik 6zellikleri

Kinolonlar sentez edildikleri siraya gore siniflandirilirlar:
1. Kusak Kinolonlar (nalidiksik asit, oksolinik asit ve sinoksasin),
2. Kusak Kinolonlar (pipedimik asit ve flumekin),
3.Kusak Kinolonlar (florokinolonlar) (siprofioksasin, enoksasin, ofloksasin,
norfloksasin, pefloksasin, lomefloksasin, fleroksasin, temafloksasin, amifloksasin ve
sparfloksasin).

Kinolonlarin Farmakokinetik Ozellikleri :

Kinolonlar biyoyararlanimlar1 olduk¢a 1iyi olan ilaclardir. Agiz yolu ile
alimdiklarinda  gastrointestinal sistemden 1iyi emilirler. Agiz yoluyla alinan
florokinolonlardan norfloksasinin disindakilerin emilimleri %70-95 oranindadir.

Tim kinolonlar gerek kiigiik molekiillii olmalari, gerekse proteine baglanma
oranlarmin diisilk olmas1 nedeniyle serumda, dokuda, viicut sivilarinda ve fagositler
icinde oldukga yiiksek konsantrasyonlara ulasirlar (Ozalp, 2002; www.infeksiyon.org;
Kayaalp, 2000). Akcigerler, karaciger, kalp, kemik, prostat dokusuna, iyi etkili olduklar1
bakterilere karsi minimum inhibisyon konsantrasyonunun tizerindeki yogunlukta ulasir.
Idrar konsantrasyonlar1 da olduk¢a yiiksektir. Diskida aerop florayr yok edecek
diizeylerde bulunurlar. Tikriikk ve brons sekresyonlarinda serum diizeylerinden daha
diisiik, akciger dokusundan daha yiiksek yogunlukta bulunurlar. Ayrica suda ¢dziinen

lipofilikligi yiiksek ilaclardir. Oral biyoyararlanimlari yiiksektir. +2 ve +3 yiikseltgenme
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basamagindaki (besinler ve antasidler gibi ilaglar i¢indeki) katyonlarla selat yaparlar.
Karacigerde metabolize edilirler. Bobreklerden glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler

sekresyonla atilirlar (www.ctf.istanbul.edu.tr).

Kinolonlar, oral kullanimdan sonra yiiksek biyoyararlanim oranlar1 basta olmak
iizere ¢ok 1yi farmakokinetik Ozellikleri, genis antibakteriyel etki alanlari, mitkemmel
doku penetrasyonlar1 ve nispeten diisiik ve 6nemsiz yan etki profilleri nedeniyle ¢ok

degisik infeksiyonlarin tedavisinde basari ile kullanilan seckin ilaglar arasindadir.

2.9.4. Kinolonlarin etki mekanizmalari

Kinolonlar bakterisidal antibiyotiklerdir, etkilerini DNA sentezini bozarak
gosterirler.  Kinolonlarin  bakteri  hiicresindeki temel hedefleri DNA-giraz
(Topoizomeraz 1II) enzimidir. Sekil 2.21° de kinolonlarm etki mekanizmasi
gosterilmektedir. Sekil 2.22° de kinolonlarin etki gruplar1 belirtilmektedir. DNA giraz
enzimi gyrA tarafindan kodlanan A ve gyrB tarafindan kodlanan B olmak iizere 2 alt
boliimden olusur. Florokinolonlar bu enzimin A kismina baglanarak etki gosterirler.

(www.infeksiyon.org).

Bakteri sitoplazmasinda DNA giraz enzimini inhibe ederek bakteriyal DNA’nin
replikasyonunu bozarlar (sekil 2.23). Bunun sonucunda bakteri kromozomlarinda
DNA’nm bakteri hiicresi i¢ine yerlesebilmesini saglayan negatif siiper sarmal olusturma
islemi (siiper coiling) engellenir. DNA fonksiyonlarinin yapilabilmesi i¢in ¢ok onemli
olan bu olaymn engellenmesiyle bakteri boliinemez ve anormal sekilde uzayarak o6liir.
Bakteri DNA’sinin fazla kivrimli negatif siiper sarmal seklini almasini DNA giraz
enzimi saglar (sekil 2.24). Kinolonlar ayrica topoizomeraz IV gyrA ve gyrB’ye
benzeyen parC ve parE genlerinden olusur. Nalidiksik asid tiirevi olan florokinolonlar,
DNA’y1 negatif siipersarmal hale getiren DNA- giraz (topoizomeraz II) enzimini, alfa-
alt birimine baglanarak inhibe ederler. Siprofloksasin ve ofloksasin ayrica, bakteri
sitoplazma membranini zedeleyerek, digerlerine gore daha giiglii antibakteriyel etki
yaparlar. Genis spektrumlu ve bakterisid etkilidirler (Ozalp,2002; Dokmeci, 1992;
Kayaalp, 2000; Cross, 2001; www.sbimc.org).
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Sekil 2.21. Florokinolonlarmn etki mekanizmalari.
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Sekil 2.22.DNA replikasyonundaki iki enzimin isleyisi.
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Sekil 2.23.Florokinolonlarin DNA’ya etkisi.
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Sekil 2.2. Florokinolonlarin farmokimyasi.

2.9.5. Florokinolonlara karsi diren¢ mekanizmalari

Zaman i¢inde florokinolonlarin kullanimi giderek artmustir. Bunun yaninda
bazilarinin (temafloksasin, grepafloksasin ve trovafloksasin gibi) kullanimi, yan
etkilerinden dolay1 sinirlandirilmis veya terkedilmis, ayni sekilde bu grubun yeni iiyeleri
de (gatifloksasin ve moksifloksasin) gelistirmeye devam edilmistir.

Caligilan tiim tiirlerde florokinolonlara direncin bir ya da iki mekanizma ile
olustugu tespit edilmistir; bunlar, ilacin hedefi niteligindeki yapilarin degismesi ve

ilacin hedef noktaya ulagmas1 mekanizmasindaki degisikliklerdir. Florokinolonlara kars1
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bakteriyel direnci saglayan 6zel bir enzim veya mekanizma s6z konusu degildir;
bununla birlikte bazi mantarlar kinolonlarin  metabolik olarak  yikimini

saglayabilmektedirler (Sardohan, 2006).

2.9.6. Kinolonlarin genel yan etkileri

Bulant1, kusma, ishal ve diger gastrointestinal sistem ile ilgili rahatsizliklar
kinolonlarin en 6nemli yan etkilerini olustururlar. Genis spektrumlu diger antibakteriyel
ilaclar (penisilinler veya sefalosporinler gibi) ile karsilastirildiginda ishalin siddeti daha
azdir.

Mide-bagirsak kanalindaki olumsuzluklar sonucu istahsizlik, kusma, sanci
goriilebilir. Merkezi sinir sistemine etki etmesi sonucu da gérme bozukluklari, 1518a
bakamama, uyari, depresyon, kramplar ortaya c¢ikar. Isiga karsi alerji sonucu deride
eritemler ve duyarlilik tepkimeleri nedeniyle kasinti, dil iltahab1 ve 6dem goriilebilir.
Dolasim sistemi {izerine de olumsuz etkileri vardir. Kan basincinin diismesi, tasikardi,
leukopeni, trombositopeni ve akyuvar azalmasina neden olur. Plazmada karaciger
enzimlerinin (transaminaz ve alkalen fosfataz) diizeylerini ¢ogaltir. Bunlarin disinda en
onemli yan etkileri, kikirdaklar iizerinde ortaya c¢ikar. Biliyiime donemindeki geng
hayvanlarin eklem kikirdaklarinda erozyonlar ve iilserler olusturur.

Kinolonlar duyarl bireylerde, gebelerde, ayrica ¢ok genglerde kikirdak lezyonu
olusturmasi nedenleriyle uzun siire kullanilmamalidirlar (Dogan ve ark., 1991).

Sinir sistemine yonelik istenmeyen etkileri daha seyrektir (<0.5%); ama
psikolojik reaksiyonlar, halusinasyonlar, depresyonlar ve konvulsiyonlar kinolonlar ile
tedavi sirasinda siklikla ortaya ¢ikmaktadir; bu nedenle, hastanin bu ilaglar ile tedavisi
sirasinda bu tiir etkiler géz oOniinde tutulmalidir. Tiim kinolonlar iki ve ti¢ yiikli
katyonlar ile selatlar1 olusturular.

Kinolonlarin hayvanlarda yogun olarak kullanilmasi gida maddesi olarak
kullanilan hayvan dokularinda ila¢ kalintilarmin kalmasina neden olabilmekte bu da
insanlarda zehirlenme, ilag direnci ya da alerjik reaksiyonlar gibi ciddi problemlere
neden olabilmektedir. Bu nedenle gida maddelerinde potansiyelolarak zararli bu
ilaglarin kalintilarmin izlenmesi, halk sagligi agisindan onem arz etmektedir (Ball,

2000).
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2.9.7. Kinolonlarin tayininde kullanilan yontemler

Kinolonlarin analizleri titrimetrik, UV spektroskopik, spektroflorimetrik,
voltametrik, mikrobiyolojik metotlarin yam1 sira gaz kromatografi, ince tabaka
kromatografisi, yiiksek performans sivi kromatografi, kapiler elektroforez yontemleri ile
yapilmaktadir (Belal ve ark., 1999).

Kinolonlarin, biyolojik numunelerdeki tayinleri siklikla UV ve floresans
dedektorler kullanilarak sivi kromatografi yontemi ile yapilir. Fakat giiniimiizde sivi
kromatografi ve kiitle spektroskopisi birlikte kullanilarak biyolojik numunelerde
florokinonlarin tayinleri ve dogrulamasi yapilmaktadir. Tanimlamada yiliksek derecede
kesinlik gerektiren dogrulama metotlarindan kiitle spektroskopisi (mass spektral analiz),

florokinon analizlerinde spesifikligi ve hassasiyetinden dolayi tercih edilen tekniktir.

2.9.8. Tedavide kullanimlar

Tirkiye’de  sekiz  florokinolon ila¢  pazarlanmistir.  Florokinolonlarin
antibakteriyel spektrumlarindaki farkliliklar ve viicutta dagilim ve eliminasyon gibi
farmakokinetik Gzelliklerindeki farkliliklar nedeniyle indikasyonlar1 bakimindan
aralarda farklilik vardir.

Florokinolonlar (siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, norfloksasin gibi)
halen eriskinlerdeki idrar yolu infeksiyonlarinda, tifo, paratifo ve kolerada en tercih
edilen ilaglar arasindadir. Ancak hasta gebe ise kullanilmamalidirlar. Kronik idrar yolu
infeksiyonunun akut etkileri onlemede yararli olabilirler. Cilt ve yumusak doku
infeksiyonlari, eger aerob gram-negatif basillere bagl ise florokinolonlar etkilidir.

Levofloksasin  ve moksifloksasin siniizit dahil st solunum yolu
infeksiyonlarinin ve toplumdan edinilmis pndmoninin tedavisi ic¢in, ayrica kronik
bronsitin akut alevlenmelerinin tedavisi i¢in kullanilabilir.

Siprofloksasin, ofloksasin ve lomefioksasin oftalmik soliisyon seklinde duyarh
bakterilerin yaptig1 blefarit, konjonktivit ve gbziin 6n segmentinin diger bakteriyel
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir. Dis kulak yolu iltihaplarinda kulak damlasi
seklinde kullanilirlar. Kulak zar1 delik olan kronik olitis media’li hastalarda kontrindike
olan aminoglikozidli kulak damlarmin yerine fluorokinolonlu kulak damlalar:

kullanilabilir.
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2.9.9. Florokinolon Tiirleri

Siprofloksasin, sistemik infeksiyonlara karsi halen en fazla denenmis olan
florokinolondur. Ayni zamanda gravimetrik etki giicili en yiiksek olan tiirevdir. Agizdan
tablet seklinde ve damar yolundan 100 veya 200 mg’lik inflizyon soliisyonu seklinde
kullanilwr. Tiirkiye’de her iki sekli de pazarlanmastir.

Norfloksasinden siprofloksasinin elde edilisi sekil 2.25” de gosterilmistir.

Sekil 2.25. Siprofloksasinin elde edilisi.

Farmakolojik Ozellikleri :
¢ Farmakodinamik ozellikleri:

Siprofloksasin, florokinolon grubundan genis antibakteriyel etki alanli sentetik
bir antibiyotiktir. Siprofloksasin’in bakterisid etkisi, bakteriyal DNA’ nin kopyalanmasi,
transkripsiyonu, yenilenmesi, rekombinasyonu i¢in gerekli olan topoizomeraz II ve
topoizomeraz IV enzimlerinin inhibisyonu ile gerceklesir. Siprofloksasin dahil
florokinolonlarin bu etki mekanizmasi, penisilinler, sefalosporinler, aminoglikozitler,
makrolidler ve tetrasiklinlerden farklidir, bu nedenle bu sinif ilaglara direngli olan
mikroorganizmalar, siprofloksasin ve diger kinolonlara karsi duyarli olabilir.
Siprofloksasin ve diger antimikrobiyaller arasinda ¢apraz diren¢ olup olmadigi
bilinmemektedir. Siprofloksasin’e kars1 hassas Gram (-) organizmalar icin MIC degeri
0.004-2 pg.mL”, Gram (+)’ler igin ise 0.12-4 pg.mL™"’dir. Asagidaki gram negatif ve

gram pozitif bakteriler ve diger mikroorganizmalar lizerinde bakterisit etkisi vardir:
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Su mikroorganizmalar Siprofloksasin'e direnglidirler :

v Gram (-) anaerob bakteriler (Bacteroides),Spiroket'ler.

v" Siprofloksasin, aminoglikozit, penisilin, sefalosporin, tetrasiklin grubu
antibiyotiklere diren¢ kazanmis bakteriler iizerinde yiiksek etkinlige
sahiptir.

¢ Farmakokinetik ézellikleri :

Siprofloksasin agiz yoluyla uygulandiginda biyoyararliligi % 70-84 arasindadir.
Oral yolla alinan 500 mg’lik siprofloksasin dozu plazmada 1-2 saat sonra 2,5 pg/mL lik
pik konsantrasyonu olusturur. Serumda yarilanma siiresi 3,5-4,5 saattir. Serum
proteinlere baglanma oran1 % 20 - % 40°dur.

Oral uygulamay1 takiben c¢ok genis bir sekilde vuciit dokularma dagilr.
Siprofloksasin viicuttaki biitiin doku ve sivilarda terapotik konsantrasyonlar olusturur.
Multipl doz farmakokinetigi incelemeleri, 500 mg’lik oral dozlarin her 12 saatte bir
uygulamasinda, birinci giin 1,9 pg.mL™ olan serum seviyelerinin yedinci giinde 2,8
ng.mL"ye yiikseldigini gostermistir. Siprofloksasin, serebrospinal siviya difiise olur,
ancak genellikle konsantrasyonu, doruk serum konsantrasyonunun % 10’undan azdir.

Bobrek fonksiyonlari normal olan hastalarda serum eliminasyon yart omrii,
yaklagik 4 saattir. Siprofloksasin' in % 40-50’si 24 saat i¢inde idrar yoluyla ve
degisiklige ugramamis, biyolojik aktif substans halinde elimine edilir. 500 mg' lik bir
oral dozdan sonra idrarda 300-500 pg.mL™" lik pik seviyeler saptanir. Siprofloksasinin
renal klirensi, yaklasik 300 ml.dk ™.

Midenin dolu ve bos olmasinin, siprofloksasinin absorbsiyonu ve

farmakokinetiginde herhangi bir etkisi olmadig1 agikca saptanmastir.

¢ Endikasyonlan :

Siprofloksasin, duyarli mikroorganizmalarm neden oldugu asagidaki
enfeksiyonlara etkilidir :

- Solunum yollar1 enfeksiyonlari,

- Kulak - burun - bogaz enfeksiyonlari,

- Bobrek ve tiriner sistem enfeksiyonlari

- Intraabdominal enfeksiyonlar,

- Deri ve Yumusak doku enfeksiyonlari,

- Gonore dahil genital organ enfeksiyonlari,

- Kemik ve Eklem enfeksiyonlari,
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Levofloksasin, rasemik bir karisim olan ofloksasin’in saf olarak {iretilen L-
izomeridir. Ofloksasilin’in aktif sekli bu izomeri oldugundan ve D-izomeri inaktif
oldugundan levofloksasinin antimikrobik etki giicii ofloksasininkinin iki katidir.(Sekil
2.26). Agizdan genellikle giinden tek doz halinde 500 mg kullanilir. Uriner kanal
infeksiyonlarinda, ofloksasin gibi biiyiik 6l¢iide bobrekten ve degismeden atilmasi, ayri-
ca idrarda konsantre olmasi nedeniyle daha kii¢iik dozda (giinde bir 250 mg) verilir.
Agir infeksiyonlarda damar yolundan kullanilir. Bobrek fonksiyon bozuklugunda

dozunun ayarlanmasi gerekir.

Levfloksasin (-)S
izomeridir
.‘\\\\\\H

CH3

Ofloksasinin aktif formu
(-)S izomeridir

Sekil 2.26. Levofloksasinin yapisi.

Farmakolojik Ozellikler:
¢ Farmakodinamik ozellikler:

Levofloksasin, kinolon grubu antimikrobiyal ajan olan ofloksasinin L-
izomeridir. Bakterisit etkisini duyarli mikroorganizmalarda topoizomeraz IV ve DNA
giraz enzimini (tip Il topoizomeraz) inhibe ederek gosterir.

¢ Farmakokinetik ozellikler:

Oral kullanimda tam ve hizli olarak emilir ve plazma doruk konsantrasyonuna 1-
2 saatte ulasilir. Oral kullanimda 500-750 mg dozun biyoyararlilig1 yaklasik % 99’dur.
Oral ve 1.V. uygulamanin farmakokinetigi linear ve benzer oldugundan oral ve L.V.
uygulamadan Dbirinden digerine gegis yapilabilir. Ila¢ konsantrasyonuna bagl

olmaksizin % 24-38 oraninda serum albiimine baglanir. Akciger dokusuna gecer.
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Levofloksasinin oral ve intravendz yoldan uygulanmasmin farmakokinetiginde
onemli bir fark bulunmamaktadir, bu nedenle oral ve intravendz yolla uygulamanin
birinden digerine ge¢is yapilabilmektedir.

Oral yoldan uygulanan levofloksasin gastrointestinal sistemden hizla ve
tamamen emilir. Oral uygulamadan sonra serum doruk konsantrasyonlarina ortalama 1
saat icinde ulasilir. Mutlakbiyoyararlanim yaklasik % 100°diir. 150-600 mg doz
araliginda levofloksasin dogrusal bir farmakokinetik izler.

Levofloksasin serum proteinlerine yaklasik %30-%40 oraninda baglanir. Oral
veya intravendz yolla uygulanan levofloksasinin serum yari-Omrii 6-8 saat arasinda
bulunmustur. Levofloksasin ¢ok az oranda metabolize olur. Atilim esas olarak bobrekler
yoluyla (%85) gerceklesir. Bobrek yetersizligi durumunda eliminasyonu gegikir.

¢ FEndikasyonlar:

Levofloksasine duyarli mikroorganizmalarin  neden oldugu asagidaki
enfeksiyonlara etkilidir:

Akut siniizit tedavisinde

Kronik bronsitin akut alevlenmesi

2.10.Demir Minerali

2.10.1.Tanmim ve besinsel kaynaklarn

Insan ve pek ¢ok canli tiirii i¢in esansiyel bir elementtir. Kanin en &nemli
islevsel bolimiinii olusturur. Organizmada esas olarak enerji metabolizmasinda yeri
olan, dokulara oksijen taginmasi, elektron transferi, DNA sentezi ve pek ¢ok yasamsal
onemi olan enzimin yap1 ve islevinde gorev alan temel bir elementtir. Kolaylikla ferr6z
(iki degerlikli demir) ve ferrik (li¢ degerlikli demir) seklinde degisebilen redoks kimyas1
ile insan varligr demire bagimlidir ve demir metabolizmasindaki degisiklikler insan
sagligini1 onemli sekilde etkilemektedir (Unal, Yetgin, 2003 ; Kayaalp, 1998).

Besin maddeleri arasinda en fazla demir icerenler, kasaplik hayvanlarin
karaciger, dalak, bobrek, kalp gibi i¢ organlari, yumurta saris1 ve bira mayasidir.
Bitkisel besinlerden kuru baklagil tohumlar1 (kuru fasulye gibi) ve bugday jermi de

demir icerir. Daha az oranda olmak tizere tavuk, balik ve diger deniz {iriinleri dahil tiim
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et triinlerinde, kabugundan (veya kepeginden) ayrilmamis bugday tanesi ve ondan
yapilan unda, yulafta, yesil sebzelerde, incir, ceviz ve findikta da bulunur.

Siit ¢cocuklarinda giinliik demir gereksinimi 1 mg/kg’ dir (en fazla 15 mg/giin).
Diisiik dogum agirlikli olan prematiirite, diisiik Hb degeri olan veya perinatal donemde
6nemli Sl¢iide kan kaybetmis siit ocuklarinda en fazla 15 mg.giin™ olmak iizere ihtiyag

2 mg/kg/glindiir.

2.10.2. Demirin Viicuttaki Dagilimm

Yetiskin insan viicudunda ortalama 4-5 g demir bulunur. Demirin viicuttaki
dagilimi su sekildedir (Unal, Yetgin, 2003; Munoz ve ark. 2009).

Hemoglobin: Yetiskin erkeklerde 2 g, kadinlarda ise 1.5 g demir Hb yapisinda
bulunur. Cocuklarda ise viicut demirinin % 65‘1 Hb’de bulunur (Unal, Yetgin, 2003;
Munoz ve ark., 2009).

Depo Kismi: Viicutta demir ya ferritin ya da hemosiderin seklinde depolanir.
Ferritin suda eriyebilirken hemosiderinin suda erime 6zelligi yoktur. Ferritin viicuttaki
esas depo proteinidir. Ferritinin en fazla bulundugu yer Hb sentezinin yapildig: eritroid
ana hiicreler ile demir metabolizmasi ve depolanmasinda yeri olan makrofaj ve
hepatositlerdir. Demiri depolayan ve hiicre i¢inde detoksifiye eden ferritinin bir kismi
da plazmada bulunur. Yaklasik her mikrogram plazma ferritini 8 mg depo demirini
yansitir ve yas, cinsiyete gore diizeyi degisir. Normalde plazmadaki ferritin diizeyi
hiicresel ferritin miktar1 orantilidir. Ancak inflamatuvar hastaliklarda akut faz gostergesi
olarak artmasi organizmanin demir durumunu gostermedeki degerini azaltmaktadir.
Hemosiderin kemik iligi, dalak ve karaciger gibi organlarda demir birikimi sonucu
olusur. Demirin asir1 arttig1 durumlarda tiim dokularda birikebilir (Unal, Yetgin, 2003;
Nadadur ve ark., 2008).

Miyoglobin: Yapisal olarak Hb’ne benzer fakat farkli olarak monomerik
yapidadir. Biitiin iskelet kaslarinda ve kalp kasinda bulunur ve hipoksi gibi hiicre
hasarina neden olan durumlarda oksijen kaynagi olarak gorev yapar. Viicut demirinin
%3.5” 1 miyoglobin i¢inde yer alir (Unal, Yetgin, 2003; Nadadur ve ark., 2008).

Degisken Demir Havuzu: Hem ve demir depo yapisina girmeden oOnce
plazmadan ayrilarak intersitisyel ve intraselliiler alana giren demir miktarmi gosterir

(Unal, Yetgin, 2003).
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Doku Demir Igerigi: Doku demir diizeyi yaklasik 6-8 mg’dir ve dokularda
bulunan sitokrom oksidaz, homogentisik oksidaz, monoamin oksidaz, peroksidaz ve
katalaz gibi enzimlerin islevlerinde rol alir (Unal, Yetgin, 2003; Nadadur ve ark., 2008).

Tasinan Kismi: Viicut demirinin yaklasik % 0.1’1 dolasimda bulunur ve
tamamina yakini transferrine baghdir. Bunun 6nemi, fizyolojik durumlarda ¢oziinebilir
demir saglamak, demir aracili serbest radikal toksisitesini 6nlemek, demirin hiicre igine
almmasmi kolaylagtrmaktir. Transferrin esas olarak karacigerde hepatositlerde
iiretilirken beyin ve testis dokusunda da iiretildigi gosterilmis bir glikoproteindir. Depo
demiri transferin iiretiminin diizenlenmesini saglar. Depo demiri eksildiginde iiretimi
artar, artmig depo demiri varliginda ise lretimi azalir. Serum demirinin, transferin
baglanma bolgesine orani transferin saturasyonunu gosterir ki bu oran normalde %15-

40 arasindadir (Unal, Yetgin, 2003).

2.10.3. Demir Emilimi

Demir viicuda girisi ve Ozellikle viicuttan ¢ikist oldukca kisith olan bir
maddedir; organizmada var olan demir kapali bir devre i¢inde tekrar tekrar kullanilir.
Hidroklorik asit, askorbik asit gibi diger indirgeyici maddeler de emilime yardimci
olurken; fosfatlar, fitatlar, tannat, antiasitler emilimi olumsuz etkiler. “Hem” sekli ise ne
mide asiditesinden ne de gidadaki iceriginden etkilenmeden emilir (Munoz ve ark.,
2009; Birsen, 2001; Frewin ve ark., 1997).

Gebelik, emzirme donemi, bliylime ve demir eksikligi anemisi gibi ihtiyacin
arttigl durumlarda demir emiliminin artma 6zelligi vardir, kisaca demir depolar: ile
demir emilimi arasinda ters orant1 bulunmaktadir. Ferrik demir ise ancak mide asidi ile
2 degerli ferro haline indirgendikten sonra emilir. Demir bagirsaklardan emilince
mukozal hiicrelerden kana gecer, transferrin proteini ile ilikteki gelismekte olan
eritrositlere taginir.

Giinde yaklasik 1 mg demir idrar, diski, ter ve cilt ile gastrointestinal sistemden
dokiilen hiicrelerle kaybedilir (Munoz ve ark., 2009; Birsen, 2001; Frewin ve ark.,

1997).
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2.10.4. Demir Eksikliginin Nedenleri

I. Alm eksikligi: Yeni doganlar agirlikli olarak siit ile beslenirler. Anne siitii ve
inek siitiiniin demir icerigi her 1000 kalori i¢in 1.5 mg’dan diisiiktiir (0.5—1.5 mg/l).
Anne siitii ve inek siitiiniin ayn1 derecede demirden fakir olmasina ragmen anne siitii
alan siit ¢ocuklarinda bu demirin % 49°u, inek siitli alanlarda ise yaklasik % 10’u emilir.
Anne siitiindeki demirin biyoyararlanimi inek siitiinden ¢ok daha fazladir (Lanzkowsky,
2005).

I1. Artmus ihtiyac: Biiylime 6zellikle siit ¢ocuklugu ve pubertede hizlanir. Kan
hacmi ve viicut demiri yasam boyunca viicut agirligiyla dogrudan iligkilidir. Her 1 kg
artis viicut demirinde 35-45 mg artis gerektirir. Yenidogandaki viicut total demir miktar1
75 mg. kg™ dur.

Normalde dogumdaki depo zamaninda doganlarda 6 ayda, erken doganlarda 3—4
ayda tiikenecektir. Demir eksikliginin en sik sebebi siit ¢ocuklugu ve cocukluk ¢agi gibi
hizl1 bliylime yillarinda yetersiz demir alimidir (Lanzkowsky, 2005).

III. Kan kaybi: Kan kaybi demir eksikligi anemisinin onemli bir sebebidir.
Dogum oncesi, dogum ya da dogum sonras1 nedenlerden dolay1 olabilir (Lanzkowsky,
2005).

IV. Bozulmus emilim: Yaygin emilim bozuklugu sendromlarina bagh gelisen
demir emilim bozuklugu, demir eksikligi anemisinin sik goriilmeyen bir nedenidir.
Ciddi demir eksikliginin bagirsak mukozasina olan etkilerinden dolay1 ikincil olarak
emilim bozukluguna neden olarak demir emilimini bozabilir (Lanzkowsky, 2005).

Demir emilimini etkileyen durumlar, malabsorbsiyon sendromlari, ¢6lyak
hastaligi, kronik ishal, gastrektomi sonrasi, inflamatuvar bagirsak hastaliklari,

Helicobacter pylori infeksiyonu ile iliskili kronik gastrittir (Lanzkowsky, 2005).

2.10.5. Demirin Toksik EtKisi

Demirin fazlasi insanlar i¢in zehirleyicidir, ¢linkii aswr1 miktarda alinan iki
degerli demir (ferros demir) viicuttaki peroksitlerle reaksiyona girerek serbest radikaller
yapar.

Insan viicudu demirin emilimini ¢ok sik1 kontrol eden bir mekanizmaya sahipse

de viicuttan atilmasma iliskin fizyolojik bir yetisi yoktur. Dolayisiyla, alinan asiri
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miktardaki demir, sindirim sisteminin tiim bolgelerindeki hiicrelere zarar verebilir ve
kan dolagim sistemine girebilir. Kan dolagimina giren demir, kalp, karaciger ve diger
organlarin hiicrelerine de zarar vermeye baslar ve bu da, uzun siireli organ hasarlar1
veya asirt dozdan 6liimlere kadar gidebilir.

Insanlarda demir zehirlenmesinin baslangic degeri viicut agirhiginin kilogrami
basma almacak 20 miligram demirdir. Kilogram basma 60 miligram demir, §ldiiriicii
dozdur. Alt1 yasindan kiiciik ¢ocuklarda en ¢ok goriilen zehirlenme yoluyla 6liim
nedeni, ferros siilfat tabletlerinin asir1 tiiketimidir. Viicudun dayanabilecegi giinliik
demir iist smnir1 yetiskinlerde 45 miligram, 14 yas alt1 cocuklarda ise 40 miligramdir.

Demir eksikligi hastalig1 (demir eksikligine bagli anemi) olanlarm haricinde ve
bir doktora danismaksizin demir takviyesi ilaglariin kullanimi sakincalidir. Kan veren
kisiler de diisiik demir seviyesi riskine sahip olup demir alimlarini takviye etmelidirler.

Demirden ileri gelen toksikasyonlarda spesifik antidot Deferroksamin'dir. Ferroz
(Fe’) ve ferrik (Fe’") durumlar arasinda kolaylikla degisim yapabildiginden dolayt,
demir bir redoks sistemi olarak fonksiyon gorebilir. Hem demir-siilfiir proteinlerindeki
non-hem demiri hem de stokromlardaki hem demiri bu yolla kullanilir. Demir ayni
zamanda siyanid, karbonmonoksit, molekiiler oksijen, ve organik molekiillerdeki azot
atomlar1 tlizerinde bulunan serbest elektron uglarina baglanabilirler. Bu 06zellik
hemoglobin, miyoglobin ve sitokrom oksidaz gibi oksijen baglayan proteinlerde
kullanilir. Asir1 veya yanlis yerlerde bulundugu zaman demir ¢ok toksiktir: diger agir
metallerde oldugu gibi demir bazi proteinlere baglanir, onlarin yapilarmi ve biyolojik
ozelliklerini bozar. Hatta daha kotiisii, molekiiler oksijen varliginda reaktif hidroksil ve
oksidatif hasar olusturmak suretiyle oksidatif hasar1 baslatabilir. Bundan dolay1 serbest
demir konsantrasyonu, yani bagli olmayan demir minimumda tutulmalidir. Bu,
fizyolojik sartlarda demirle tam olarak doyurulmamis demir baglayici proteinlerle

saglanir. Normal yetiskin bir insanda 3-4 gram demir bulunur.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Xu ve arkadaglarmin 2011 yilinda yapmis olduklar1 “Nadir toprak metali ile
ofloxacin komplekslerinin sigir serum albiimini ve protein yapisina baglanmasi
iizerindeki etkilerinin incelenmesi” baslikli calismalarinda, bir Ofloksasin tiireviyle Pr
(IIT) ve Nd (III) suda ¢oziiniir kompleksleri hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Tek
kristal X-151mn1 kirmimi, Pr (III) ve Nd (III) komplekslerinin benzer molekiil yapisina
sahip oldugunu gostermistir. Fizyolojik pH kosullar1 altinda, [PrL(NOs),(CH;0OH)]
(NO3) ve [NAL(NO;3)2(CH30H)](NO;) komplekslerinin biiyiikbas hayvan serum
albiminine (BSA) etkileri, UV-vis absorbansi ve dongilisel dikroizm (CD)
spektrumlariyla kombinasyonunda floresans spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.
Sonug, iki kompleksle BSA’nin floresansinin sondiirme mekanizmasmin statik bir
sondiirme islemi olugunu ve baglanma yerlerinin sayisinin her ikisi i¢in de 1 oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. Termodinamik parametreler [PrL(NO;),(CH30OH)](NOs) i¢in (AH= -
14.52 kJ.mol",AS=56.54 J.mol" K ™) ve [NdL(NOs),(CH;0H)](NO3)) icin (AH= -24.63
kJ.mol! AS=22.07 J.mol'.K™), hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin kompleksler-
BSA sisteminde esas baglanma giicii oldugunu gostermistir. Kompleksler ve BSA
arasinda ortalama baglanma mesafesi Forster teorisinin temelinden elde edilmistir.
Ayrica, sulu ¢ozeltide komplekslerin varliginda BSA’ nm ikincil yapismin degistigi CD
spektrumlariyla kanitlanmistir.

2009 yilinda S. T. Ulu’nun yapmis oldugu “Enrofloxacin, levofloxacin ve
ofloksasinin 2,3,5,6-tetrakloro-p-benzokinon ile yaptigi kompleksin hizli ve yiiksek
secicililikte spektrofluorimetrik yontem ile belirlenmesi” baslikli caligmada, farmasétik
preparatlarda florokinolonlara(FQ) ait ii¢ antibakteriyel maddenin, enrofloksasin (ENR),
levofloksasin (LEV) ve ofloksasinin (OFL) 2,3,5,6-tetrachloro-p-benzokinon(CLA) ile
kompleks olusumundaki yiik transferi son derece hassas bir yOntem olan
spektrofluorimetri ile ilk kez incelenmistir. FQ-CLA kompleksleri en uygun reaksiyon
kosullarinda, maksimum uyarmay1 359-363 nm ve maksimum emisyonu 442-488 nm
arasinda degisen dalga boylarinda gosterdigi ifade edilmistir. Cizgisel kalibrasyon
grafiklerinde sirastyla ENR, LEV ve OFL i¢in 50-1000, 50-1000 ve 25-500 ng.mL
konsantrasyon araligi elde edilmistir. Algilama sinir1 sirasiyla LEV 17 ng.mL™, ENR 17
ng.mL", OFL 8 ng.mL" oldugu bulunmustur. Ticari formiilasyonlarda katki maddesi

olarak kullanilan yardimc1 maddelerin analizlerde etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Onerilen
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yontem, farmasotik preparatlarin analizlerine basarili bir sekilde uygulanmistir. Elde
edilen sonuglarla, resmi yontem kullanilarak elde edilenler arasinda iyi bir uyum
oldugu, kabul edilebilir t ve F testi degerleriyle ortaya kondugu gibi dogruluk ve
kesinlikte 6nemli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Skyrianou ve arkadaslarmin 2011 yilinda yaptiklar1 “Nikel kinolonlarmn
etkilesimi. Boliim 4 - Cinko (II) 'analoglari ile karsilastirilarak nikel (II) enrofloksasin
komplekslerinin yap1 ve biyolojik degerlendirilmesi” baslikli ¢alismalarinda, azot-verici
(donor) heterosiklik ligandlar 1,10-fenantrolin, 2,2'-bipiridin ya da piridinin varliginda
veya yoklugunda, ikinci jenerasyon kinolon antibakteriyel madde enrofloksasin ile nikel
(IT) kompleksleri sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Enrofloxacin keton oksijeni ve
bir karboksilat oksijeni tizerinden Ni(Il) iyonuna koordine olmus ¢ift disli ligant olarak
hareket eder. (1,10-fenantrolin)bis (enrofloksasinato)nikel(Il) nin kristal yapisi, X-151m1
kristallografisiyle tayin edilmistir. Dana-timus DNA (CT DNA) ile komplekslerin
etkilesiminin UV calismasi, CT DNA’ya en yiiksek baglanma sabiti sergileyen, CT
DNA ve bis(piridin)bis(enrofloksasinato)nikel(II) baglanmasi oldugunu gostermistir.
Komplekslerin siklik voltamogramlar1t CT DNA varliginda komplekslerin, arakatman
baglanma modu ile CT DNA’ya baglanabilir oldugunu géstermistir, ayn1 zamanda DNA
cozeltisinin viskozite Olciimleriyle de teyit edilmistir. Etidinyum bromiir (EB) ile
yarigsmali ¢alisma, EB ile giiclii bir rekabet icinde DNA ya baglananlar1 isaret ederek,
komplekslerin DNA-bagli EB ile yer degistirebilecegini gostermistir. Kompleksler,
bagil olarak yiiksek baglanma sabiti degerlerine sahip olan insan ya da sigir serum
alblimini proteinine iyi baglama egilimi gosterirler. Komplekslerin biyolojik 6zellikleri
Zn(I) enrofloksasinato komplekslerine karsilik gelen birinci nesil kinolon oksolinik
asitle nikel(Il) kompleksleriyle kiyaslanarak degerlendirilmistir.

Pan ve arkadaslarmin 2012 yilinda yapmis olduklar1 “Ofloksasin Cu(Il)
Kompleksinin Sicakhiga Bagimliligi Floresan Sondiirme Yoéntemi ile Incelenmesi”
baslikli ¢aligmada, ¢evrede agir metaller ve antibiyotiklerin bir arada olmalar1 yaygin
bir durum oldugu ve etkilesimlerinin karsilikli olarak ¢evresel davraniglarini ve riskleri
degistirebilecegi ifadeedilmistir. Bu c¢alismada OFL-Cu(Il) etkilesimi floresans
sondiirme deneyleri kulanilarak incelenmistir. Olas1 yapay maddeler dahil edilmemistir
ve OFL sondiirmesi, dogrusal Stern-Volmer grafigiyle onerildigi gibi statik sondiirmeye

atifta bulunmaktadir ve artan sicaklik ile sondiirmenin azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.1. Artan bakir derisimlerinde ofloksasin bakir kompleksi.

OFL-Cu(Il) etkilesimi kantitatif olarak stokiyometri esitligi kullanilarak
tanimlanmistir. Yapilan hesaplama OFL-Cu(Il) etkilesiminin 1:1 ve 1:2 komplekslerinin
karigim1  oldugunu gostermistir. Negatif AG degerleri ve negatif AH degerleri
komplekslesmenin kendiliginden ve ekzotermik bir proses oldugunu gostermistir.
Katyon-p baglanma ve elektrostatik etkilesim alinmamis ve OFL ketonik ve karboksil
gruplar1 ile Cu (II) 'nin komplekslesmesi UV-visible spektrumu karakterizasyonu, pH
bagimli komplekslesme, ve termodinamik analizi yoluyla onerilmistir.

Tong ve arkadaslarinin 2007 yilinda yapmis olduklar1 “Cevre Dostu Olan
Enoksasin-Tb’" Kompleksiyle DNA i¢in Floresans Prob Gelistirilmesi ve Uygulamas1”
bashkli galismalarinda, Enoksasin kompleksinin (ENX)-TB*" floresans siddetinin DNA
tarafindan arttirilmasi incelenmistir. Bu ¢alismanin temelinde, tek iplikli ve c¢ift iplikli
DNA’ nin tayini i¢in ¢evre dostu enoksasin-TB*" floresans prob gelistirilmistir. Uygun
kosullar altinda, artan floresans siddetinin, hsDNA i¢in 2.0 x 10%-2.0 x 10° g.mL'l,
ctDNA igin 1.0 x 10®-1.0 x 10° g.mL™" ve termal denatiire ctDNA igin 5.0 x 10°-1.0 x
10° gmL" araligmda DNA konsantrasyon ile orantili oldugu bulunmustur. Tespit
limitleri (S / N = 3), sirastyla 5.0, 9.0 ve 3.0 ng.mL™" dir. ENX-TB™ ve DNA arasindaki
etkilesim modlar1 ve floresans artisinin mekanizmasi detayl olarak da tartisilmistir. UV
absorpsiyon spektrumlari, floresans spektrumlar: ve ENX-TB*" kompleksi ve EB prob
arasindaki rekabet kombinasyon testleri, elektrostatik baglanma ve interkalasyon

baglanmas1 olmak tizere, en az iki farkli baglanma moduna sahip DNA ve ENX-TB*"
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kompleksi ve arasindaki olasi etkilesim modlarin1 gostermistir. Ayrica bu floresans
prob, agir metaller ve DNA arasindaki etkilesimlerle ilgili ¢alismalarda kullanilmastir.
2002 yilinda Tiirel tarafindan yapilan, “Kinolon Antibakteriyel Ajanlarmin
Metal Iyonlarla Etkilesimleri” baslikli ¢alismada, Kinolonlarmn yapisal olarak nalidiksik
asite dayanan sentetik antibakteriyel maddelerin bir grubu oldugu ve magnezyum veya
aliminyum antasitleriyle eszamanli olarak tiiketildiginde Kinolon tiirii ilaglarin
absorbsiyonunun diisiiriilmiis olacagi belirtilmistir. Bir¢ok iyon ilaglarda ayni etkiye
neden olur. Bdyle bir davranisin onerilen sebebi, metal iyonlarinin kinolonlarla selat
bag1 yapmasidir. Bu derleme makalede, kinolon-metal komplekslerinin kristal yapilari
sunulmus ve tartislmistir. Farkli fiziko-kimyasal yontemlerin (termal analiz,
potansiyometrik Olctimler, IR, UV, NMR spektroskopi) sonuglarinin yani sira, bazi
biyoaktiflik testlerinin sonuglar1 da dahildir.
Wei ve arkadasalarinin 2010 yilinda yaptiklar1 “Siprofloksasin + AI(III) + La
(IIT) + Setiltrimetilamonyum Bromiir Sisteminin Ve Uygulamasinin Artan Floresans
Spektrumu Uzerinde Calisma ve Uygulamasr” baslikli calismalarinda, Siprofloksasinin
(CIP) floresansi, HAc NaAc-tampon c¢ozeltisinde ve setiltrimetilamonyum bromiir
(CTMAB) varliginda AI(III) ve La(Ill) eklenmesiyle gozle goriiliir bir sekilde arttigi
gozlemlenmistir. Bu artan floresans spektrumlari incelenmis ve La(Ill) + CTMAB+ CIP

+ AI(III) i¢in yeni bir ortak liiminesans sistemi kesfedilmistir.
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Sekil 3.2. Siprofloksasinin Hac- NaAc tampon ¢ozeltisinde ve setiltrimetilamonyum bromiir (CTMAB)
varhiginda Al (IIT) ve La (III) kompleksleri.



55

Optimize edilen kosullar altinda, 0.50-80.2 pg.L' arahgmnda CIP
konsantrasyonu ve floresans siddeti artis1 arasinda dogrusal bir iligki vardir. Eser
miktarda CIP tayini i¢in yeni artan floresans yontemi, bu ortak liminesans sistemi
kullanilarak kurulmustur. Onerilen yontemin tespit smir1, CIP i¢in 0.17 pg.Lfr dir. Bu
yontem basit, hizli ve hassas oldugu belirtilmistir. Siit 6rneklerinde CIP, basarili
sonuclarla Onerilen yontem ile analiz edilmistir. Bagil standart sapma ve geri
kazanmalar1 sirasiyla %3.21-4.34 ve %97.1-100.1 araliginda bulunmustur. Ortak
liiminesans reaksiyonunun mekanizmasi ve floresans artiginin sebepleri tartigilmistir.

Zordok ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 “Ofloksasin ile Bazi1 Metallerin
Etkilesimleri Uzerine Spektroskopik, Termal Analiz, Yapisal ve Antibakteriyel
Calismalar” baglikli calismada, Florokinolon antibakteriyel ajan ofloksasin ve V(IV),
Zr(IV) ve U(VI) arasindaki reaksiyon metanol ve aseton ortaminda incelenmistir.

Ofloksasinin metal kompleksleri olusturma yetenegi yiiksektir.
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Sekil 3.3. Ofloksasinin V ve Zr metal kompleksleri.
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Sekil 3.4. Ofloksasin U kompleksi.

Izole edilmis kat1 kompleksleri, elementel analiz, manyetik momenti, iletkenlik
Olciimleri, kizil 6tesi, elektronik, 1H-NMR spektrumu ve termal inceleme ile karakterize
edilmistir. Biitiin komplekslerde ofloksasin ligandi, piridon ve karboksilat oksijeni
iizerinden 1:2 oraninda M:HOfl kompleksleri olusturarak koordine olmustur.
Hesaplanan bag uzunlugu ve kuvvet sabiti uranil kompleksinde, F (U =0), sirasiyla 1.73
A ve 640.83 nm™’dir. V(IV) ve Zr(IV) komplekslerinin metal-ligand baglanmas, farkli
V 1V) ve Zr(1V) ofloksasin yapilarinin tahmin edilen dipol momenti, B3LYP-CEP-31G
seviyesi teorisinde yogunluk fonksiyon teorisi DFT ve toplam enerji kullanmilarak
hesaplanmistir. Sentezlenen biitiin kompleksler esas bilesikler ve standart ilaglarla
karsilagilastirildiginda, S. aureus KI1, Bacillus subtilis K22, Br. otitidis K76,
Escherichia coli K32, Pseudomonas aeruginosa SW1 ve Klebsiella oxytoca K42ye kars1
daha yiiksek biyolojik aktivite gostermislerdir.

Kapetanovi¢ ve arkadaslarmin 1996 yilinda yaptiklar1 “Ofloxacin-Cu(2)
Kompleksinin Spektrofotometrik ve Polografik Incelenmesi” baslikli calismada,
Spektrofotometrik yontemler araciligiyla, ofloksasinin bakir (II) iyonlariyla, pH 4.00 de
1:1, pH 7.02°de 2:1 ve pH 8.30°de 3:1 ofloksasin:Cu(Il) molar oranlar1 ile kompleks
olusturmak {izere reaksiyona girdigi bulunmustur. Komplekslerinin stabilite sabitleri
belirlenmistir. Ofloksasin:Cu(II) oram1 1:1 ve 3:1 olan komplekslerin olusumu
polarografik yontemle bulunmus ve karsilik gelen genel kararlilik sabiti hesaplanmistir.

Li Ming Du ve arkadaslarmin 2004 yilinda yaptiklar1 “Yiik transfer kompleksi

olusumu araciligiyla bazi florokinolonlarin spektroflorimetrik tayini” konulu
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calismalarinda, ofloksasin (OFL), levofloksasin (LEV), lomefloxacin (LOM) olarak
adlandirilan antibakteriyel ii¢ florokinolonun ve pipemidik asidin (PIP) 7.7-8.8
tetrasiyanokinodimetan (TCNQ) ile yiik transfer kompleksi olusumu araciligiyla tayini
icin bir spectrofluorimetrik yontem gelistirilmistir. Kararli kompleksler olusturmak i¢in
TCNQ’ nin bu ilaglar ile reaksiyon verdigi bulunmus ve komplekslerin floresans
siddeti, ilaglarin kendisiyle calisildigi zamankinden 15-90 kat daha yiikseltilmistir.
Boyle komplekslerin olusumu, hem IR hem de UV-goriiniir bolge spektroskopisi ile de
dogrulanmistir. Floresans siddetini etkileyen farkli deneysel parametreler dikkatlice
calisilmis, en uygun reaksiyon kosullarinda arastirilan ilaglar i¢in 0.02-2.2 ug.mL']
konsantrasyon araliginda dogrusal kalibrasyon grafikleri ve dedeksiyon limitleri 0.006-
0.016 pg.mL" arasinda elde edilmistir. Onerilen islemler, t ve F testleri ile ortaya
konularak, resmi ve rapor edilen yontemlerle karsilastirildiginda iyi bir kesinlik ve
dogrulukla farmasétik dozaj formlarinda incelenen ilaglarin tayini icin basariyla
uygulanabilmistir. Resmi ve sunum metotlarina gore t ve F testlerinde gosterildi.
Ayrica bu ilaglar, alkollii idrar ve plazma 6rneklerinin tayini i¢in uygulanmistir.

Juan Antonio Ocafia Gonzalez ve arkadaslarmin 2000 yilinda yaptiklar1 “Insan
idrar ve serumunda tabletlerdeki levofloksasinin spektroflorimetrik tayini” konulu
calismalarinda, tabletlerdeki ve alkollii insan idrar ve serumundaki levofloksasin tayini
icin bir spektrofluorimetrik yontem onermislerdir. Florimetrik yontem sirasiyla Aex =
292 nm ve Aem = 494 nm’ de asetik asit-sodyum asetat tamponu (pH 4) igeren sulu
¢ozeltideki levofloksasinin 20-3000 ng.mL " ’sinin tayinine olanak saglamustir. Floresans
arttirict misel duyarlihigi iyilestirmis ve pH 5°de 8 mM sodyum dodesil siilfat
¢ozeltilerinde, alkolli insan serumunda (5 mgmL™) ve idrarda (420 mg.mL™)
levofloksasinin dogrudan Sl¢iimiinii saglamistir.

Oscar Ballesteros ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklar1 “Insan idrarinda ve
serum Orneklerinde antibakteriyel ofloksasinin kat1 faz spectrofluorimetrisiyle tayini”
konulu caligmalarinda, ofloksasinin eser miktarmin tayini i¢in kat1 faz
spektrofluorimetrisine dayanan bir yontem gelistirilmistir. Sefadeks SPC-25 jelinde
sabitlenmis olan ofloksasinin bagil floresans siddeti, bir kat1 faz eklentisi kullanarak, 1-
mm silika hiicrede jel boncuklar istiflendikten sonra direkt olarak Olgiilmiistiir.
Uyarilma ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 294 ve 494 nm’dir. Uygulamanin dogrusal
derisim araligi, %1.1°lik bagil standart sapma ile (8.0 ng.mL™ seviyesi i¢in) 0.5-16.0

ng.mL" ofloksasin ve dedeksiyon limiti ise 0.14 ng.mL™""dir. Yéntem, insan idrar1 ve
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serum Orneklerinde ofloksasin tayinine uygulanmistir. Yontem, standart ekleme
yontemi ve referans bir yontem olarak HPLC kullanilarak dogrulanmistir. Ydntemin
geri kazanim seviyeleri biitliin durumlarda %100’e ulagnmustir.

Zhang ve arkadaslarmin 2007 yilinda yaptiklar1 “Florokinolonlar ve insan
serumu albumini arasindaki etkilesimlerin affinite kapiler elektroforez ve floresans
yontemleriyle incelenmesi” konulu calismalarinda. Florokinolonlar ve insan serumu
albumini (HSA) arasindaki etkilesimlerin affinite kapiler elektroforez (ACE) ve
floresans sondiirme teknikleriyle ¢alismislardir. Basit bir fosfat tamponu kullanarak
cesitli florokinolonlarin etkin ayirimina dayali, florokinolonlarm insan serumu albumini
ile baglanma sabitleri, ACE yontemiyle bir set elektroforez siiresince es-zamanli olarak
tayin edilmistir. Termodinamik parametreler, farkli sicakliklardaki verilerden elde
edilmistir ve negatif AH ve AS degerleri gostermistir ki hem hidrojen baglar1 hem de
vander Waals etkilesimi, florokinolonlarin insan serumu albuminine baglamnmasinda
baslica rol oynadiklarmi belirtmislerdir. Bu etkilesimler, floresans sondiirme teknigiyle
de calisilmistir. Floresans titrasyon sonuglar1 gostermistir ki florokinolonlar, statik
sondiirme islemi boyunca insan serumu albumininin floresansini sondiirmek konusunda
giiclii bir yetenege sahiptirler. Baglanma alani sayisi n, bilinen baglanma sabiti Kb ve
Stern-Volmer sondiirme sabiti K, tayin edilmistir. Termodinamik parametreler
floresans yontemiyle de calisilmis ve sonuglar ACE’ninkilerle uyumlu olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.5.a —n : CLEV/ CHSA 0-10 araliginda ekitasyon ve emiyon pikleri(sicaklik 298K, pH=7.4,
tampon ¢ozelti:50mM).

Sekilde goriildiigii gibi, levofloksasin 280 nm’lik eksitasyon dalgaboyunda
HSA’nin i¢ floresansinda konsantrasyona bagimli bir sondiirme gostermis ve triptofanin

HSA’daki maksimum floresansinda goriilebilir kaymalara neden olmustur. Hidrofobik
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ozelligin HSA’ da triptofanin baglanma kapasitesinin levofloksasinle etkilesimi sonucu
azaldig1 ve HSA ve proteine sekonder olusumlarin degistigi izlenmektedir. Florofor

tiirlerinin sondiirme etkinligi Stern-Volmer esitligine tabidir:
__r? =1+ Egrp[Q] =1 + Egy[Q]

Fo ve F, sirastyla sondiiriicii yoklugunda veya varlifinda duragan floresans
siddetlerini gostermektedir. [Q] sOndiiriicliniin konsantrasyonudur. KQ bimolekiiler
sondirme oran sabiti ve Kgy de Stern—Volmer sondiurme sabitidir. 19 floroforun

ortamdaki Omrudir.
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Sekil 3.6. LEV — HSA kompleksinin Stern-Volmer kalibrasyon grafigi.

Anargiros I. Drakopoulus Pinelopi C. Loannou 1997 yilinda yaptiklar1 “Sulu
cozeltideki florokinon antibitikleri olan ofloksasin, norfloksasin, ciiprofloksasin ve
pefloksasinin asit, baz dengeleri ve kompleks davranisinin spektometrik c¢aligmasi”
konulu ¢aligmalarinda, florokinon antibitikleri olan ofloksasin (OF), norfloksasin
(NOR), ciprofloksasin (CIP) ve pefloksasinin (PEF) asit, baz 6zellikleri ve kompleks
davranisinin  spektometrik calismas1  gergeklesmistir. Bu  bilesik  maddelerin
potansiyometri ve fluorimetrik tekniklerde ayrigsma sabitleri belirlenmistir. Skandiyum
(S¢®™) ile biitiin forokinonlarin floresans kompleksleri biraz asidik ¢ozeltilerde (pH: 4.2;
Aex = 280 nm; Aem = 430 nm (Ofloxacin i¢in 480 nm ) okundu. Sulu ¢6zeltilerde
Ofloksasin, Norfloksasin, Siprofloksasin ve Pefloksasin belirlenmesi i¢in Skandiyum
(Sc™) olusum kompleksleriyle basit, hizli ve hassas spektrofluorimetrik metot

gelistirildi.4 florokinonlar i¢in kalibrayon grafikleri dogrusal 1 uM ye kadar sonugclar ile
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%3.2 bagil hata sahiptir. 3a tespit smirlar1 sirasiyla Ofloksasin: 1.1 nm, Norfloksasin:
0.6 nm, Siprofloksasin: 0.5 nm ve Pefloksasin: 1.0 nm belirlendi. Metot basarili bir
sekilde onaylandi. Norfloksasin i¢in sentetik serum Ornekleri (5.0-50.0 pM)sonr
ayrisma ile asetonitril (serum-asetonitril, 1:2 oraninda) geri kazanimi % 93.4 (n:3)
bulundu.

Literatlir taramast sonucunda, Florokinolon tiirii antibiyotiklerle 6zellikle
metabolik 6neme sahip bazi metaller arasinda olusturulan komplekslerin

spektroflorimetrik yontemle incelenmesi konusunda olduk¢a az ¢alismaya rastlanmaistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu caligmada florokinolon tiirii (siprofloksasin ve levofloksasin) antibiyotiklerin
ve metal komplekslerinin florimetrik parametrelerinin  belirlenmesi amaclanda.
Florimetrik parametrelerin belirlenmesi i¢in ultra saf suda florokinolonlarm uygun
derisimlerdeki c¢ozeltileri hazirlanarak, uyarma dalga boylar1 10’ar nm araliklarla
degistirilip emisyon spektrumlar1 alinarak ve her bir florokinolonun, her bir ¢oziiciide
maksimum floresans siddetine sahip olduklar1 uyarma ve emisyon dalga boylar1
belirlendi. Daha sonra viicuttaki pek¢cok metabolik reaksiyonda dnemli rol oynayan
demir(IIT) ile florokinolonlardan olusturulan komplekslerin ayni ¢6ziicii ortamlarinda
kompleks olusturacagi en uygun kosullar tayin edildi. Bu amagla pH, ¢dziicli ortamu,
kompleks olusum siiresi, florokinolon konsantrasyonu ve sicaklik kosullar1 incelendi,
cozelti ortaminda olusturulan kompleksin, belirlenen en uygun kosullar altinda, uyarma
ve emisyon spektrumlari almarak en yiiksek floresans siddetine sahip oldugu uyarma ve
emisyon dalga boylar1 tesbit edildi. Ayrica florokinolon-metal komplekslerinin
stokiyometrileri de en uygun kosullar altinda spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Ayni zamanda, belirlenen en uygun kosullarda calisilan metallerin kalibrasyon
egrileri ¢izildi yontemin dogrusal tayin araligi, gozlenebilme ve alt tayin smirlari
belirlendi. Calisma kapsaminda yabanc1 iyonlarin etkisi de incelendi.

Gelistirilen florimetrik sondiirme yontemi, florokinolon tiirii antibiyotikler ile
vitamin-mineral ~kombinasyonu ilaglarda  bulunan demirin  etkilesimlerinin

incelenmesinde uygulandi.

4.1. Kullanilan Cihazlar

4.1.1. Spektroflorimetre

Bu caligmada floresans Olciimleri PERKIN ELMER LS/55 marka
spektroflorimetre ile yapildi. Uyarma ve emisyon monokromotorlarinin slit araligi ise
10 nm olarak ayarland1 ve tiim l¢iimler bu aralikta yapildi. Optik uzunlugu 1 cm olan

kuvars bir kiivet kullanildi.
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4.1.2. Spektrofotometre

Kompleks stokiyometrisinin job metodu ile tayininde AGILENT 8453 marka

spektrofotometre kullanild.

4.1.3. pH

Maddeler ACCULAB ATILON marka hassas terazi kullanilarak tartildi. Deney
cozeltilerinin pH’ larin1 ayarlamak amaciyla METTLER TOLEDO marka pH-metre ve
ayn1 marka kombine cam pH elektrodu kullanildi. pH-metrenin kalibrasyonu, Merck

firmasindan temin edilen pH 4, pH 7 ve pH 10 tampon ¢6zeltileri kullanilarak yapildi.

4.1.4. Saf su cihaz, su banyosu ve 1sitici:

Cozeltileri hazirlamak i¢in kullanilan ultra saf su Pure Lab Option-Q ELGA DV25
marka ultra saf su cihazdan elde edildi. Sicakhigi 25°C’de sabit tutabilmek icin

WiseCircu marka sirkiilasyonlu su banyosu ve ¢6zeltiyi karistirmak icin ULTRASONIC
LC/30H marka su banyosu kullanildi.

4.2. Kimyasal Maddeler

4.2.1. Florokinolonlar

Florokinolonlardan, siprofloksasin ve levofloksasin 1ila¢ etken madde
standartlar1 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali
ogretim iiyesi Prof. Dr. Sibel A. Ozkan tarafindan, levofloksasin, DEVA Ilag
firmasmdan (Istanbul, Tiirkiye) ve siprofloksasin ise, SANOVEL ila¢ firmasindan
temin edildi.

Siprofloksasin:

CAS numarasi: 85721-33-1

Kimyasal adi:  1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ylquinoline-3-
carboxylic acid 1-ethyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-yl-1,8-naphthyridine-3-carboxylic

acid.
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Kapah formiilii: C;7H;3FN303
Molekiil Agirhig : 331.3415 g.mol”
Erime noktasi : 255 - 257°C

Acik formiilii:

o
o

-
O—

HN

Sekil 4.1. Siprofloksasin molekiilii

Levfloksasin:

CAS numarasi: 100986-85-4

Kimyasal adi: 9-fluoro-2,3-dihydro-3-methyl-10-(4-methyl-1-piperazinyl)-7-
oxo-7Hpyrido[1,2,3-de]-1,4 benzoxazine-6-carboxylic acid hemihydrate

Kapal formiilii: C;3sH,0FN3O4

Molekiil Agirhig : 361.3675 g.mol”

Acik formiilii:

CH, OH

Sekil 4.2. Levfloksasin molekiilii
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4.2.2. Coziiciiler

Tim deneysel c¢alisma boyunca c¢ozeltilerin hazirlanmasinda, ultra saf su
kullanilda.

4.2.3. Amonyum asetat cozeltisi

Deney ¢ozeltilerinin pH’ sin1 ayarlamak amaciyla kullanilan %20’ lik amonyum
asetat c¢ozeltisi, Merck firmasindan temin edilen ekstra safliktaki amonyum asetattan,

ultra saf su kullanilarak hazirlandi.

4.2.4. Hidroklorik asit ve sodyum hidroksit ¢ozeltisi

Deney cozeltilerinin pH’ smni1 ayarlamak i¢in kullanilan 1M HCI ve 1M NaOH
¢Ozeltileri, Merck firmasindan alinan %37°lik ekstra saf hidroklorik asit ve ekstra saf

sodyum hidroksitten, ultra saf su kullanilarak hazirlandi.

4.2.5. Stok Fe(IIT) Cozeltisi

Fe(III)' {in standart stok ¢ozeltisi (1000 ppm), Merck firmasindan temin edilen
1000 ppm’lik standart demir ¢ozeltisinden, ultra saf su kullanilarak hazirlandi. Her giin,

stok ¢ozeltiden ultra saf su ile seyreltilerek ¢alisma c¢ozeltileri hazirlandi.

4.2.6. Bozucu iyonlarin ¢ozeltileri

Bozucu iyonlarin etkisinin incelenmesinde kullanilan ve vitamin-mineral
kombinasyonu ilaglarin igeriginde bulunan, magnezyum, ¢inko, kalsiyum, selenyum,
bakir, krom, mangan, iyot, potasyum kloriiriin standart ¢ozeltileri Merck firmasindan
ekstra saflikta secilerek temin edildi. Bunlarin uygun derisimlerdeki ¢ozeltileri ultra saf

su kullanilarak hazirlandi.
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4.2.7. Florokinolon ve vitamin-mineral kombinasyonu tabletlerin ¢ozeltileri

Kullanilan Tlaclar:

Levofloksasin i¢in floxilevo(500mg) tablet, siprofloksasin i¢in cipro(500mg)
tablet ve Fe(IIl) i¢in supradyn all day tablet eczaneden temin edildi.
Numune Cozeltilerinin Hazirlanisi:

Yirmi tane florokinolon tablet tartildi ve ince toz haline getirildi. Belirlenen
miktarlara esdeger toz levofloksasin ve siprofloksasin tabletler tartildi ve 100 mL’ lik
balon jojede 60 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek ultra saf suda ¢oziildi,
coziinmeyen kisimlar stiziilerek atildi. Vitamin tabletlerinin ¢ozeltileri de ayni islemler

uygulanarak hazirlandu.

4.3. Deneysel Islem

Florokinolon tiirli antibiyotikler, Fe(Ill)’ iin siprofloksasin ve levofloksasin ile
kompleks olusumuna dayanan spektroflorimetrik tayini i¢in kullanilan deneysel islem
sOyledir:

25 mL’ lik bir 6lgiilii balona jojeye, demir derisimleri 10° M-10" M olacak
sekilde Fe(IIl)’ iin stok ¢dzeltisinden 2.5 mL hacimlerinde ilave edildi. Bunun iizerine
levofloksasin i¢in 2,5 mL 1x10° M stok levofloksasin ¢ozeltisinden, cipro i¢in 1x102 M
2.5 mL stok siprofloksasin ¢ozeltisinden ilave edildi, 2.5 mL % 20’lik amonyum asetat
cozeltisi eklendi. Daha sonra 1M HCI ve 1M NaOH cozeltileri kullanilarak pH 5.5’e
ayarlandi. Cozeltilerin hacmi ultra saf suyla 25 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan bu
cozeltilerin uyarma ve emisyon spektrumlart alindi ve floresans siddetleri olgiildii.
Belirlenen en uygun uyarma ve emisyon dalga boylarinda, siprofloksasin i¢in demir
derisimleri 0.56-5.58 pg.mL" ve levofloksasin i¢in 0.056-0.558 pg.mL™" araliklarinda
olan Stern-Volmer kalibrasyon grafikleri (Fo/F-[Fe’’]) ¢izildi. Belirlenen en uygun
sartlarda bozucu iyon tayinleri yapildi. Kompleks stokiyometrisi job metodu ile
belirlenen en uygun deney sartlar1 altinda belirlendi. En uygun deney sartlar1 altinda
vitamin-mineral kombinasyonu ilaglarda bulunan Fe(Ill)’ {in tayini yapildi. Geri

kazanim, alt tayin smir1 (LOQ) ve gézlenebilme sinir1 (LOD) degerleri hesaplandi.
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4.4. En uygun Deney Kosullarinin Belirlenmesi

Oncelikle, levofloksasinin ve siprofloksasinin demirle kompleks olusturacagi en
uygun kosullar belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla pH, ¢6ziicii ortami, kompleks olusum
siiresi, florokinolonlarin konsantrasyonlari ve sicaklik kosullari incelendi. Cozelti
ortaminda olusturulan komplekslerin, belirlenen en uygun kosullar altinda, uyarma ve
emisyon dalga boylar1 belirlendi. Ayni zamanda, belirlenen en uygun kosullarda
demirin Stern-Volmer kalibrasyon egrileri ¢izildi ve gelistirilen yontemin tayin araligi

ve alt tayin sinir1 belirlendi.

4.4.1. Uyarma ve emisyon dalga boylarinin belirlenmesi

Florokinolonlarin stok ¢ozeltilerinden 2.5 mL alndi ve demirin stok
¢ozeltisinden 2.5 mL almarak 25 mL’ lik bir behere ilave edildi. Uzerine 2.5 mL
amonyum asetat eklenerek HCl1 ve NaOH 1ilave edilerek belirlenen pH’ ya ayarlandi.
Florokinolon demir kompleksleri i¢cin 200 - 460 nm araliginda 10’ar nm degistirilerek
her bir dalga boyunda emisyon spektrumlar1 alindi. Levofloksasin demir kompleksi ve
siprofloksasin demir kompleksi i¢in uygun uyarma ve emisyon dalga boylar1 belirlendi.
Daha sonraki sicaklik, siire ve stokiyometri ¢alismalarinda belirlenen dalga boylari

kullanildi.

4.4.2. Florikinolonlarin uygun derisimlerinin belirlenmesi

Levofloksasin icin 1x102 M stok c¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandi. Stok
¢ozeltiden uygun hacimlerde seyreltilerek 1x10° M, 1x10* M, 1x10° M levofloksasin
¢ozeltileri hazirland1. Siprofloksasin igin 1x107 M stok ¢ozelti ultra saf su ile hazirlandu.
Stok cozeltiden uygun hacimlerde seyreltilerek 1x10° M, 1x10* M, 1x10° M
siprofloksasin ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢6zeltilere uyarma dalga boyu 200
nm’den baglayan ve 10’ar nm arttirilarak 26’1 coklu tarama yapildi. Yapilan taramalar
sonucunda belirlenen dalga boylarinda, en yiiksek floresans siddetini veren florokinolon

derigimleri secildi.
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4.4.3. Uygun pH’nin belirlenmesi

Florokinolonlarmn, ortamin asidik ve bazik olmasmna gore metal iyonlariyla
kompleks olusturma 6zellikleri farklidir. Bu yilizden kompleks olusumunda pH 6nemli
bir etkiye sahiptir. Belirlenen derisimlerdeki florokinolonlarin pH 4-7 arasinda c¢oklu
spektrum taramasi yapilarak floresans siddetleri 6lctildii. Daha sonra pH 4-7 arasinda
florokinolonlarla Fe(Ill)’tin farkli konsantrasyonlariyla su ortaminda kompleks
olusturuldu. Olusturulan komplekslerin uygun dalga boylarinda floresans siddetleri
Olciildii ve floresans siddetleri pH’ya kars1 grafige ge¢irildi. Kompleks olusumu i¢in en

uygun pH aralig1 belirlendi.

4.4.4. Kompleks olusumuna sicakhgin etkisinin belirlenmesi

Florokinolonlarin demir komplekslerine sicakligin etkisinin belirlenmesi i¢in,
belirlenen pH’larda ve konsantrasyonlarda 20 ve 40°C arasi ¢ozeltiler hazirlandi.
Belirlenen dalga boylarinda floresans siddetleri 6l¢iildii. Elde edilen floresans siddetleri
sicakliga kars1 grafige gecirilerek, levofloksasin ve siprofloksasinin demir kompleksleri

icin en uygun sicakliklar belirlendi.

4.4.5. Kompleks olusum siirenin etkisi

Florokinolonlarin demir komplekslerinin ¢ozeltileri belirlenen diger en uygun
kosullar altinda hazirland1 ve kompleks olusumu i¢in 5-40 dakika bekletildi. Elde edilen
floresans siddetleri silireye karsi grafige gecirildi. Levofloksasin ve siprofloksasinin

demir kompleksleri i¢in uygun kompleks olusum siiresi belirlendi.

4.4.6. Kalibrasyon grafiklerinin cizilmesi

Levofloksasin ve siprofloksasin demir komplekslerinin pH 5.5 * da, 0.056-0.558
pgmL” ve 0.56-5.58 pg.mL™ demir igeren ¢ozeltilerinin (herbir ¢ozelti 2.5 mL %
20’lik amonyum asetat ve su ortaminda hazirlanmistir) floresans siddeti oOlgtilerek,

Stern-Volmer esitligine gore demir derisimine karst floresans siddetleri grafige
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gecirildi. Ayrica elde edilen egrilerden bu spektroflorimetrik yontem ile tayin

edilebilecek en diisiik demir konsantrasyonlar1 da belirlendi.

4.4.7. Kompleks stokiyometrisinin belirlenmesi

LEV-Fe(Ill) kompleksinin stokiyometrisi, job ydnteminin spektrofotometre
uyarlanmasiyla belirlendi. Bu amagla demir ve levofloksasinin 1x10* ve 1x10* M’lik
¢Ozeltileri hazirlanarak, levofloksasinin demire mol orani 0:10 ile 10:0 arasinda olacak
sekilde, her iki derigim i¢in birer seri ¢Ozelti hazirlandi. Cozeltilerin pH’s1 5.5’a
ayarlandi ve kompleks olusumu i¢cin 10 dakika beklendi. Daha sonra ¢ozeltilerin
hacimleri ultra saf suyla 25 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltilerin floresans siddetleri
Olgiilerek levofloksasinin hacmine karsi grafige gecirildi. CIP-Fe(IlI) kompleksinin

stokiyometrisi bu sartlar altinda hesaplanamamastir.

4.4.8. Demir tayinine yabanci iyonlarin etkisi

Levofloksasin ile demirin florimetrik tayinine, Ozellikle vitamin-mineral
kombinasyonu ilaglar i¢inde bulunan diger anyon ve katyonlarin (I, Cl, Cr, Mn, Se, Zn,
Ca, Mg, Cu) bozucu etkisini incelenmesi amaglandi. Demir iceren ¢dzeltiye, incelenen
iyonun demire orani sirastyla 1000, 100, 10, 1 ve 0.1 olacak sekilde incelenen iyonu
iceren ¢oOzelti eklenerek belirlenen en uygun sartlarda ¢ozeltiler hazirlandi.
Siprofloksasin ile demirin florimetrik tayinine, benzer sekilde anyon ve katyonlarmn
bozucu etkisini incelemesi amaglandi. Demir igeren ¢ozeltiye, incelenen iyonun demire
orami sirasiyla 1000, 100, 10, 1 ve 0.1 olacak sekilde incelenen iyonu igeren ¢ozelti
eklenerek belirlenen en uygun sartlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir ¢6zeltinin floresans
siddeti Olciilerek, LEV-Fe(Ill) ve CIP-Fe(Ill) komplekslerinin floresans siddetinde
meydana getirdikleri farklar belirlendi.
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5. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA
5.1. Uygun Uyarma ve Emisyon Dalga Boylarinin Belirlenmesi

Levofloksasin ve siprofloksasinin Fe(Ill) komplekslerinin uygun pH’larda
cozeltileri hazirlanarak uyarma dalga boylar1 200 nm’ den baslayarak 10’ar nm arttirilan
dalga boylarinda yirmi altili c¢oklu tarama yapilarak floresans degerleri okundu.
Levofloksasinin 0-0.669 pug.mL™ demir igeren ¢ozeltilerinin pH 5.5’ da uyarma ve
emisyon spektrumlar1 kaydedildi (Sekil 5.1). Siprofloksasinin ise 0-5.58 pg.mL™" demir
iceren ¢ozeltilerinin pH 5.5’da uyarma ve emisyon spektrumlar1 kaydedildi (Sekil 5.2).
En uygun uyarma ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla, levofloksasin demir kompleksi
icin 390 ve 500 nm, siprofloksasin demir kompleksleri i¢in 370 ve 462 nm olarak

belirlendi.
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Sekil 5.1. Dort farkli demir derisiminde LEV-Fe kompleksinin emisyon spektrumlari. (pH=5.5, Auy=
390nm, Aem=>500 nm, [LEV]=10"* M, [Fe*']=0, 0.335, 0.447, 0.558 ve 0.669 pg.mL™).
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Sekil 5.2. Uc farkli demir derisiminde CIP-Fe kompleksinin emisyon spektrumlar1 (pH=5.5, Auy =
370nm, hem = 462 nm, [CIP]=10" M, [Fe’"]=0, 3.35, 4.47 ve 5.58 pg.mL™).

5.2. Florikinolonlarin Uygun Derisimlerinin Belirlenmesi

LEV-Fe(Ill) ve CIP-Fe(Ill) komplekslerinde ligand olarak kullanilan, LEV ve
CIP’ nin yiksek floresans 0Ozellige sahip olmalarindan dolayi, bu reaktifin
konsantrasyonunun ¢ok iyi se¢ilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, LEV ve CIP’ nin
derisimi 1x107, 1x10* ve 1x10° M olan ¢ozeltileri hazirlanarak floresans siddetleri
Ol¢iildii. Daha sonra bu ¢ozeltilere uyarma dalga boyu 200 nm’ den baglayan yirmi altili
coklu tarama yapildi. Yapilan taramalar sonucu, demir kompleksleri florokinolonlarin
floresans siddetini diistirdiikleri ic¢in, yiiksek floresans siddetini veren florokinolon
derisimleri secildi. Levofloksasin i¢in 1x10™ M, siprofloksasin i¢in 1x10° M

derigimleri secildi.
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5.3. Uygun pH’1n Belirlenmesi

Kompleks olusum reaksiyonlarmda pH’nin 6nemli oldugu bilinmektedir.
Calisilan florokinolonlar, hidrojen iyonu baglayabilen bir ligand oldugundan bir katyon
ile kompleks verirken hidrojen iyonlar1 ile metal iyonu bir yarigmaya girecektir. Bu
nedenle, metal iyonunun tamamen komplekslestigi pH araliginin bulunmasi énemlidir.
Kompleks olusumu i¢in en uygun pH’ m belirlenmesi amaciyla su ortaminda, her
birinin pH’s1 4 ile 7 arasinda olacak sekilde 10°-10° M demir igeren LEV-Fe(Ill) ve
CIP-Fe(Ill) kompeks ¢ozeltileri hazirlandi. Floresans siddetleri pH’ ya kars1 grafige
gecirelerek uygun pH secildi ve floresans siddetinin en diisiik oldugu pH uygun olarak
belirlendi (Sekil 5.3 ve 5.4). Demir derisiminin 10° M oldugu levofloksasin ve
siprofloksasin komplekslerinde floresans siddeti ¢cok diistiigii i¢in ve pH 7’den sonra
demirin oksit halinde ¢okmesinden dolay1, bu komplekslerin floresans siddetleri saglikli
olarak okunamadi. Siprofloksasin demir kompleksi i¢in en uygun sonuglar demir
derisiminin 10™ M ve levofloksasin demir kompleksi icin en uygun sonuglar ise demir
derisiminin 10° M oldugu zaman elde edilmistir. Levofloksasin ve siprofloksasinin

demir kompleksleri i¢in en uygun pH 5.5 olarak secildi.
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Sekil 5.3. Levofloksasin-Fe(IIT) kompleksinin floresans siddetine pH’ nin etkisi (Deney kosullart:
[LEV]=10"*M, [Fe*"]= 10" M, 25°C, su ortamt, A,y = 390 nm, A, = 500 nm).
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Sekil 5.4. Siprofloksasin-Fe(III) kompleksinin floresans siddetine pH’nin etkisi (Deney kosullari:  [CIP]
=107 M, [Fe*']=10" M, 35°C, su ortami, Auy = 370 nm, Aem = 462 nm).

5.4 . Kompleks Olusumuna Sicakhgin Etkisinin Belirlenmesi

Kompleks olusum reaksiyonlarinda sicakligin etkisinin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Florokinolonlarin demirle kompleksine sicakligin etkisinin belirlenmesi
icin belirlenen pH’ larda ve konsantrasyonlarda 20-45°C arasinda ¢ozeltiler hazirlandi.
Belirlenen dalga boylarinda floresans siddetleri Olgiildii. Levofloksasin demir
kompleksinin 40°C’ den sonra bozuldugu gozlendi. Elde edilen floresans siddetleri
sicakliga kars1 grafige gecirildi (Sekil 5.5 ve 5.6). Levofloksasin demir kompleksi icin
en uygun sicaklik 25°C ve siproloksasin demir kompleksi i¢in en uygun sicaklik 35°C

olarak secildi.
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Sekil 5.5. Levofloksasin-Fe(IIT) kompleksinin floresans siddetine sicakligin etkisi (Deney kosullari:
[LEV]=10*M, [Fe3+]=10"M, pH = 5.5, su ortami, Auy =390 nm, Aem = 500 nm).
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Sekil 5.6. Siprofloksasin-Fe(III) kompleksinin floresans siddetine sicakligin etkisi (Deney kosullari:
CIP]=10"M, [Fe’']1=10"M, pH=15.5, suortami, Ay, =370 nm, Aen = 462 nm).
y
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5.5. Kompleks Olusum Siiresinin Incelenmesi

Stirekli olarak yapilan analizler i¢in ne kadar kisa siirede analiz yapildig:
olduk¢a onemlidir. Bu ¢alismada analiz siiresini etkileyen en onemli faktér kompleks
olusum siiresidir. Bu siirenin belirlenmesi amaciyla pH 5.5’da, su ortaminda, 1x10* ve
1x10° M levofloksasin ve siprofloksasin derisiminde ve demir derisimleri sirasiyla
1x10° ve 1x10™" M olacak sekilde cozeltiler hazirlanarak, kompleks olusumunun
tamamlanmasi i¢in her bir ¢ozelti 5-40 dakika arasinda 5’er dakika araliklarla bekletildi.
Daha sonra bu ¢ozeltilerin, levofloksasin ve siprofloksasin i¢in swrasiyla 390 nm, 370
nm uyarma dalga boyu ve 500 nm, 460 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri
Olciilerek, zamana (dakika cinsinden) kars1 grafige gecirildi (Sekil 5.7 ve 5.8).
Levofloksasin demir kompleksi i¢cin 10 dakika ve siproloksasin demir kompleksi i¢in 25

dakika seg¢ildi.
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Sekil 5.7. Levofloksasin-Fe(IIl) kompleksinin floresans siddetine kompleks olusum siiresinin etkisi
(Deney kosullart: [LEV] = 10*M, [Fe’]1=10"M, pH=>5.5, su ortami, A, =390 nm, A, =500 nm).
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Sekil 5.8. Siprofloksasin-Fe(III) kompleksinin floresans siddetine kompleks olusum siiresinin etkisi
(Deney kosullart: [CIP]= 107 M, [Fe’* ]= 10" M, pH = 5.5, su ortami1, Auy = 370 nm, Aem = 462 nm).

5.6. Kompleks Stokiyometrisinin Belirlenmesi

Caligmada, olusan kompleksin yapisi1 ile ilgili bir Oneri yapabilmek icin
kompleksinin stokiyometrisinin belirlenmesi diisiiniildii. Bu amacla, literatiirde bu tip
komplekslerin stokiyometrisinin tayini i¢in uygun oldugu bilinen spektrofotometrik Job
yontemi kullanildi. Ancak siprofloksasin demir kompleksinin stokiyometrisi, Job
metoduyla, belirledigimiz sartlarda ne spektroflorimetrik ne de spektrofotometrik
olarak hesaplanamadi. Levofloksasin demir kompleksi i¢in bu amagla, levofloksasin ve
demir derisimlerinin her ikisi de 1x10* M olacak sekilde ¢ozelti hazirlanarak,
levofloksasinin demire orani 0:10 ile 10:0 arasinda olacak sekilde, hacimleri birer birim
degistirilmek suretiyle her iki derisim i¢in en uygun kosullarda birer seri ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin pH’s1 5.5’a ayarlandi. Bu c¢ozeltilerin 286 nm
uyarma dalga boyunda absorbans degerleri Olgiilerek ligandin (LEV) hacmine karsi
grafige gecirildi, Sekil 5.9. Elde edilen egriden levofloksasinin demire mol oraninin
(3:2) oldugu belirlendi. Buna gore su ortaminda olusan kompleksin Fe,(LEV); seklinde

oldugu soylenebilir.



76

Absorbans

Sekil 5.9. LEV ve Fe(III)’iin ayn1 derisimlerdeki LEV-Fe(IIl) kompleksinin
stokiyometrisinin job yontemiyle belirlenmesi (pH=5.5, Aups = 286 nm, [LEV]=1x10" M).

5.7. Florokinolonlarin floresansinin Fe(IIT) kompleksleriyle sonme mekanizmasi

Floresans sonmesi, bir florofordan sondiiriicii molekiille, uyarict durum
reaksiyonlariyla, molekiiler diizenlemeyle, enerji transferiyle, temel halde kompleks
olusumuyla ve carpigmaya bagli sondiirme islemleri gibi muhtelif molekiiler
etkilesimlerle floresansin miktarindaki azalmadir. S6nme dinamik veya statik olarak
degisik mekanizmalarla smiflandirilabilir. Dinamik sonme floroforla sondiiriicii
arasindaki carpisma sonucunda, statik sonme ise floroforla sondiiriicii arasinda temel
halde kompleks olugmasi sonucunda olusur. Genel olarak dinamik ve statik sonme,
farkl sicaklik ve viskozitedeki iligkileri ile ayirt edilebilirler. Sonme oranmi sabitleri
statik sonmede sicaklik artis1 ile azalirken dinamik sonmede tam tersi olur (Lakowicz,
1986).

Komplekslerle olusan sénme mekanizmasini daha ag¢ik hale getirmek i¢in, Stern-
Volmer esitliklerinden olusturulan, [Q]’ya kars1 Fo/F grafikleri Sekil 5.10.a ve 5.11.a’
de goriilmektedir. Egriler, Stern-Volmer sonme esitliklerine gore diizgiin lineer iliski

gostermektedir (Esitlik (5.1)) (Lehrer, 1971; Lakowicz, 1973):
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Fo/F = 1+ K{To[Q] = 1+K,, [Q] (5.1
Esitlikte, Fyp ve F swrastyla sondiiriicii varliginda ve yoklugunda floresans
siddetlerini, [Q] sOndiiriicliniin konsantrasyonunu, Ty sondiiriicii yoklugunda ortalama

omrii, ve K, diffiizyon katsayis1 ve dolayisiyla ¢oziici sicakligiyla orantili olmasi

beklenen sonme orani sabitini gostermektedir. Ksv, Stern-Volmer sonme sabitidir.
Florokinolonlarin floresans Omiir siiresi olarak (To) 10® s civarmda alindiginda

(Lakowicz, 1986), dinamik sénme sabiti (K, M™), ve buna bagh olarak yaklasik sénme
sabiti (Kg, M'.s"), Fo/F-[Fe’"] diagramindaki egriden saptanabilir (Sekil 5.10.a ve
5.11.a.). Genel olarak, dinamik siirecte, floresans komplekslerin sonme oran sabitleri
sicaklikla artar. Yiiksek sicakliklar daha hizli diffiizyona ve biiyiik oranda g¢arpisma
sonucu sonmeye neden olur. Bu sebepten, sonme mekanizmalarmin 6ncelikle dinamik
sonmeye bagl oldugunu sdyleyebiliriz.

Florokinolonlar kullanilarak, demirin florimetrik tayininin yapilabilmesi
amaciyla kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi gerekir. Bu kalibrasyon grafiklerinden
yararlanilarak demirin tayin edilebilecegi, tayin araligi ve tayin edilebilecek en diistik
demir derisimi belirlenebilir. Kalibrasyon grafikleri Stern-Volmer esitlikleri
kullanilarak ¢izildi. Ciinkii demir (III) iyonlari, spektroflorimetrik olarak floresans
soniimleme (quenching) metodu ile tayin edildi. LEV-Fe (III) kompleksi i¢in pH 5,5
da 0.056-0.558 pg.mL" ve CIP-Fe (III) kompleksi icin pH 5,5 da 0.56-5.58 pg.mL’
araliginda demir iceren ve en uygun kosullarda hazirlanan ¢ozeltiler levofloksasin ve
siprofloksasin i¢in sirasiyla 390 nm, 370 nm uyarma dalga boyu ve 500 nm, 460 nm
emisyon dalga boylarinda floresans siddetleri Olgiilerek (Sekil 5.10.b ve 5.11.b), Fo/F-
[Fe’*] Stern-Volmer kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 5.10.a. ve 5.11.a.).
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Sekil 5.10.a. LEV — Fe(III) kompleksi nin, 0.056-0.558 pg.mL" demir derisimi arahiginda Stern-
Volmer kalibrasyon grafigi (pH=5.5, Auy=390.0 nm ve Aem=500 nm, [LEV]=1x10"* M).
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Sekil 5.10.b. LEV — Fe(III) kompleksi nin, 0-0.558 pg.mL" demir derisimi araliginda floresans
spektrumlar1 (pH=5.5, Auy=390.0 nm ve Aem=500 nm, [LEV]=1x10"* M).
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Sekil 5.11.a. CIP — Fe(III) kompleksinin, 0.56-5.58 pg.mL" demir derisimi araliginda Stern-Volmer
kalibrasyon grafigi (pH=5.5, A,,=370.0 nm ve A¢,=462 nm, [CIP]=1x 102 M).
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Sekil 5.11.b. CIP — Fe(III) kompleksinin, 0-5.58 ug.mL" demir derisimi arahginda floresans

spektrumlari (pH=5.5, Auy=370.0 nm ve ALem=462 nm, [CIP]=1x10" M).
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Kalibrasyon grafiklerinden de anlasilacagi gibi, farkli derisim araliklarinda demir
iceren numunelerde, demir tayini biiyiik bir dogrulukla yapilabilir. Ciinkii, her iki
florokinolon tiirlinde de elde edilen egrilerin korelasyon katsayilar1 1’e yakin

degerlerdir.

5.8. Bozucu Etki Yapan Tiirlerin Belirlenmesi

Florokinolonlarin pek¢ok metal iyonuyla (Se, Cu, Ca, Mg, Zn, Mn ve Cr)
kompleks olusturdugu ve demirin de pek¢ok anyonla (I, Cl) etkilestigi hatta bu
anyonlarin komplekse baglanarak kompleksin koordinasyonunu tamamlayabildikleri de
bilinmektedir. Bu nedenle onerilen spektroflorimetrik demir tayin yontemine, 6zellikle
vitamin-mineral kombinasyonu ilaglar i¢inde bulunan diger katyon ve anyonlarin
etkisinin incelenmesi gerekmektedir. Ayrica gelistirilen bu yOntemin, vitamin
tabletlerinin  ¢ozeltilerinde demir tayinine uygulanip uygulanamayacagi da
arastirilacagindan, vitamin tableti ¢dzeltisinde bulunan iyonlarin da yonteme etkisi
incelenmelidir. Cizelge 5.1 ve 5.2°de demir tayinine etki eden yabanci iyonlar
gosterilmigstir. Kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 yabanci iyonun demire mol oraninin
>1000 oldugu durumda bile demir tayinini hemen hemen hig¢ etkilemezken, Se(IV) ve
Cr(III) 1iyonlar1 yabanci iyonun demire mol oraninin <0.1 oldugu durumda tayini biiyiik

oranda bozdugu belirlenmistir.

Cizelge 5.1.Demirin levofloksasin ile florimetrik tayininde gesitli iyonlarm etkisi ([LEV]=1x10"* M,
[Fe'"]= 10 M, pH=5.5).

Tolerans orani, (m.m™) Yabanci Iyonlar
0.1 Se™, Cr', Cu™”
1.0 CI, T
10 Mn**
100 Zn*

1000 CaZ* MgH
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Cizelge 5.2.Demirin siprofloksasin ile florimetrik tayininde cesitli iyonlarmn etkisi ([CIP]=1x10° M,
[Fe"”]= 10" M, pH=5.5).

Tolerans orani, (m.m™) Yabanci Iyonlar
0.1 Se™, Cr', Cu™”
1.0 CI, T
10 Mn**
100 Zn*
1000 Ca*" Mg**

5.9. Demirin Florimetrik Tayini Icin Belirlenen En Uygun Kosullar

Yukarida yapilan biitiin caligmalar demir tayini i¢in en uygun kosullarin

asagidaki gibi oldugunu gostermistir;

Cizelge 5.3. Levofloksasinle demirin tayini i¢in belirlenen en uygun kosullar

Uyarma dalga boyu 390 nm
Emisyon dalga boyu 500 nm,
En uygun LEV konsantrasyonu 1x10°M
En uygun pH 5.5

En uygun ¢oziicii ortami su ortami
Kompleks olusum sicakligi 25°C
Kompleks olusum siiresi 10 dakika

Cizelge 5.4.Siprofloksasinle demirin tayini i¢in belirlenen en uygun kosullar

Uyarma dalga boyu 370 nm
Emisyon dalga boyu 462 nm,
En uygun CIP konsantrasyonu 1x10"M
En uygun pH 5.5

En uygun ¢oziicii ortami su ortami
Kompleks olusum sicakligi 35°C
Kompleks olusum siiresi 25 dakika
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5.10. Method Validation
5.10.1. Dogrusallhik

Regresyon grafigi, Cizelge 5.5’de verilen aralikta Fe (III) konsantrasyonu
iizerinde floresans siddetinin dogrusal bir bagmtismin  oldugunu gosterdi.
Florokinolonlarin Fe(IlI) komplekslerine ait verilerin dogrusal regresyon analizi
asagidaki esitliklerle verilmistir:

Fo/F =1.1503 C + 1.4013, R*=0.9981 ( LEV igin) (5.3)
Fo/F=2.152C+ 0.017, R?=0.9966 (CIP i¢in) (5.4)

Fo ve F, Fe(Ill)’lin yoklugu ve varliginda florokinolonlarin floresans siddetleri,
C, pg.mL™' olarak Fe (III)’in konsantrasyonu, R? ise, korelasyon katsaysidir.
Dogrusallik, en uygun sartlar altinda, Fe(II[)-LEV kompleksi icin 0.056-0.56 pg.mL™",
Fe(IIT)-CIP kompleksi i¢in 0.56-5.58 ug.mL™" olarak belirlendi.

5.10.2. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin simir1 (LOQ)

Fe(IIT)-LEV ve Fe(111)-CIP kompleksleri i¢in gelistirilen yontemin gozlenebilme
smirlar1 (LOD) sirastyla 1.6 ng.mL™ ve 5.9 ng.mL™ ve bu komplekslerin alt tayin
siirlar1 (LOQ) sirastyla 5.3 ng.mL™" ve 19.7 ng.mL"' olarak bulundu. Sonuglar Cizelge
5.5’de verildi.

Cizelge 5.5.Gelistirilen floresans sondiirme yonteminin istatistik parametreleri

Fe(Il)-LEV  Fe(IlT)-CIP

Parametreler

Kompleksi  Kompleksi
Dogrusal aralik (ug.mL™") 0.056-0.56  0.56-5.58
LOD (ng.mL™) 1.6 5.9
LOQ (ng.mL™) 53 19.7
Egim (b) 1.1503 2.152
Kayma (a) 2.4760 0.1870

Korelasyon katsayist (R?) 0.9981 0.9966
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5.10.3. Geri kazanim

Sonuglar, geri kazanimlarin, LEV-Fe(Ill) kompleksi i¢cin %95.5-102.9 ve CIP-
Fe(IlT) kompleksi i¢in %85.7-110.7 araliginda oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar
Cizelge 5.6’de wverildi. Sonuglara bakildiginda, levofloksasinin siprofloksasinle
kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik derisimlerdeki Fe(IIl) iyonlarini bile oldukg¢a iyi bir
dogruluk ve kesinlikle baglayabildigi goriilmiistiir.

Cizelge 5.6.Florimetrik sondiirme yontemiyle florokinolonlar ve Fe(IIl) iyonu arasindaki etkilesimlerin
tayini i¢in geri kazanim g¢alismalart.

LEV-Fe(III)Kompleksi icin

Eklenen Fe(III) iyonu Bulunan Fe(III) iyonu Geri Kazanim

(ngmL ) (ngmL ")+ SD* (%) RSD (%)
0.056 0.048+0.008 85.7 16.67
0.112 0.12440.003 110.7 2.42
0.223 0.224+0.004 100.4 1.78
0.335 0.325+0.009 97.0 2.77
0.446 0.451+0.006 101.1 1.33

?Bes tayinin ortalamasi ve standart sapmasi.
CIP-Fe(IIT)Kompleksi i¢in
Eklenen Fe(HQ iyonu Bulunan Fj(IH) iyoanu Geri Kazanim RSD (%)
(ng.mL ) (ug.mL ) £ SD (%)
1.12 1.15+0.03 102.7 2.61
2.23 2.24+0.02 100.4 0.89
3.35 3.20+0.09 95.5 2.81
4.47 4.60-+£0.04 102.9 0.86
5.58 5.56+0.05 99.6 0.90
6.70 6.70+0.01 100.0 0.15

* Alt1 tayinin ortalamasi ve standart sapmast.

5.10.4. Dogruluk ve kesinlik

Gelistirilen florimetrik yontemin dogruluk ve kesinligi, numunelerin bes ve alt1
tekrarli (n=5 ve 6) analiziyle tayin edildi. Bagil ortalama hata olarak ifade edilen
yontemin dogrulugu, LEV-Fe(Ill) kompleksi icin  %1.33-16.67 ve CIP-Fe(Ill)
kompleksi i¢in %0.86-2.81 araligindadir. Diisiik degerlerdeki yiizde bagil standart hata,
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florokinolonlar ile vitamin-mineral kombinasyonu tablet i¢indeki Fe(IIl) iyonu
arasindaki etkilesimin tayini i¢in gelistirilen yontemin iyi bir kesinliginin ve tekrar
yapilabilirliginin oldugunu goéstermektedir. Bu istatistik parametreler Cizelge 5.6°da

verildi.

5.11. Gelistirilen Florimetrik Sondiirme Yonteminin Vitamin-Mineral

Kombinasyonu Tabletlerdeki Demir Tayinine Uygulanmasi

Florokinolon tiirii antibiyotik tabletler ve vitamin-mineral kombinasyonu
tabletler, bakteriyel infeksiyon hastaliklarinda viicut direncini arttirmak i¢in genellikle
birlikte alinmaktadir. Bunun icin, gelistirilen florimetrik sondiirme yontemi, vitamin-
mineral kombinasyonu tablet icindeki Fe(IIl) iyonu ile florokinolonlar arasindaki
etkilesimi incelemek i¢in, florokinolon antibiyotik tablet (500 mg Floxilevo tablet ve
500 mg Cipro tablet) ve vitamin-mineral kombinasyonu tablet (Supradyn all day tablet)

karigimina uygulandi. Bu uygulamalarin sonuglar1 Cizelge 5.7°de verildi:

Cizelge 5.7. Levfloksasin tiirii antibiyotik tablet ve vitamin-mineral kombinasyonu tablet karigimi
kullanilarak florimetrik sondiirme yontemi ile vitamin-mineral kombinasyonu tablet igindeki Fe(III)
iyonunun tayini.

Etikette belirtilen Bulunan Fe(III) miktart
Tabletin Etiket adi Fe (IIT) miktari, uiunan te 4 Geri Kazanim (%)
Deger+SD
mg/tablet
13.2240.15 94.4
Supradyn [Fe(IIl) igin] 14 14.56+0.22 104.0
13.89+0.19 99.2

* Degerler 5 tayinin ortalamasidir.

Cizelge 5.8. Siprofloksasin tiirii antibiyotik tablet ve vitamin-mineral kombinasyonu tablet karigimi
kullanilarak florimetrik sondiirme yontemi ile vitamin-mineral kombinasyonu tablet igindeki Fe(III)
iyonunun tayini.

Etikette belirtilen Bulunan Fe(ITT) miktar
Tabletin Etiket ad1 Fe (IIT) miktart, uiunan re AL Geri Kazanim (%)
Deger+SD
mg/tablet
12.99+0.12 92.8
Supradyn [Fe(III) i¢in] 14 13.77+0.18 98.4
13.43+0.23 95.9

? Degerler 5 tayinin ortalamasidir.
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Her iki florokinolon ile de Supradyn vitamin mineral kombine tablet i¢indeki
demir miktar1 iy1 bir geri kazanim ylizdesiyle tayin edilmistir. Ayrica, Supradyn vitamin
mineral kombine tablet i¢indeki diger iyonlarm, ortamdaki derisimleri bozucu etki
olusturduklari derisimlerden ¢ok daha diisiik olmasi (yaklasik derisim araligi 10°-10™
M civarindadir) sebebiyle, demirin florokinolonlara baglanmasinda herhangi bir bozucu

etki olusturmamaislardir.
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6. SONUC VE ONERILER

4-Kinolonlar, karboksikinolonlar veya yalnizca kinolonlar olarak adlandirilan
ajanlar, yapica nalidiksik aside benzeyen sentetik antibakteriyel bilesiklerdir (yapica 6-
floro-4-kinolonkarboksilik asit tiirevleridir). Bu grubun ilk iiyesi olan nalidiksik asit, dar
spektrumu, olduk¢a zayif antibakteriyel aktivitesi ve hizli bakteriyel rezistans
gelismesinden dolay1 yaygm kullanim alani bulamamistir. Kinolonlarm yeni bir kusagi
olan florokinolonlar, genis antimikrobiyal spektrum, hizli ve bakterisit etki ve yavas
rezistans gelismesi gibi onemli terepdtik iistiinliiklere sahiptirler. Sitoplazmaya giren
florokinolonlar, burada DNA’y1 negatif siipersarmal hale getiren bakteriyel DNA-jiraz
(topoizomeraz II) enzimini alfa-alt birimine baglanarak inhibe ederler. Bu nedenle de
“DNA-jiraz inhitorleri” olarak da adlandirilirlar.

Etkisi, glivenirligi ve genis antibakteriyal spektrumu ile florokinolonlar bir¢cok
infeksiyon hastaliginin tedavisinde cazip bir secenek haline gelmistir. Ancak bu
antimikrobiyallerin yaygin kullanimi nedeniyle bakteriyel direng gelisiminin hizlanmasi
s0z konusu olmaktadir. Gidalar florokinolonlarin ¢ogunun emilimini etkilemez.
Bununla birlikte; aliminyum, magnezyum, kalsiyum, demir ve bakir gibi bazi
katyonlarla kinolonlar selat olustururlar. Bu etkilesmeler emilme ve biyoyararlanimi
onemli dl¢iide azaltir, ayn1 sekilde serum ila¢ yogunluklarmi diisiiriir ve hedef dokulara
gecisi zayiflatir.

Florokinolon tiiri (siprofloksasin, pefloksasin, ofloksasin, enoksasin ve
norfloksasin gibi) ¢ogu genis spektrumlu olan antibiyotikler bakteriyel infeksiyonlarda
yaygin olarak ve siklikla kullanilmaktadir. Pek ¢ok infeksiyon hastaliginda viicut
direncini arttirmak amaciyla, yanlis bir uygulama olmasima karsin, vitamin-mineral
kombinasyonu ilaclarin da antibiyotiklerle birlikte alinmasina siklikla rastlanmaktadir.
Bu nedenle florokinolon tiirii antibiyotiklerle birlikte alnan vitamin-mineral
kombinasyonu ilaglarin igeriginde makro miktarda bulunan demir ve eser (iz) oranda
bulunan ¢inko, bakir, kobalt ve mangan gibi metallerin florokinolon tiirii
antibiyotiklerle kompleks olusturma ve her iki ilacin da etkinliklerinin azalmasina sebep
olma olasiliginin incelenmesi biiylik 6nem tasimaktadir.

Vitamin-mineral kombine tablet icerisndeki demir ile levofloksasin ve
siprofloksasin arasindaki etkilesime dayanan florimetrik sondiirme yontemi; vitamin

mineral kombine tablet icerisindeki demirin tayini i¢in kullanilabilir. Biitiin deney
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sonuclary, vitamin-mineral kombinasyonuyla florokinolonlarin birlikte almmasi
durumunda, etkilesime girerek birbirlerinin 6zelliklerini zayiflatabilecegini gostermistir.
Florokinolon tiirii siprofloksasin ve levfloksasin ile vitamin mineral tabletleri

birlikte kulanilamamalidir. Birlikte kullanilmas1 gerekiyorsa iki saat ara ile alinmalidir.
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