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OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

FLOROKINOLONLARIN HPLC-DAD ILE ANALIZI ICIN YENI
YONTEM GELISTIRILMESI

THE NEW METHOD DEVELOPMENT FOR THE DETERMINATION OF
FLUOROQUINOLONES BY HPLC-DAD
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Amag: Bu c¢alismamin amaci, farkl nesil florokinolonlardan; siprofloksasin, levofloksasin,
enrofloksasin ve moksifloksasinin ayrilmast ve es zamanl analizine olanak saglayan yeni, kolay,
hizly ve hassas bir HPLC-DAD yéntemi gelistirmektir.

Gere¢c ve Yontem: Literatiirlerde, etken maddede florokinolonlarin tek basina veya ikili
karisimlarimin ayrilmalar, analizi ve miktar tayinleri ile ilgili ¢esitli yontemler mevcuttur. Bu
calismada siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasin i¢in en etkili ayirimi
saglayacak yeni bir HPLC-DAD ydnteminin olusturulmasi hedeflenmistiv. Farkli asidik ve bazik
hareketli fazlar, tampon ¢ozeltiler ve ayirim tipleri denenmistir. En etkili ve segici yontemin XTerra,
C18 (100 x 4.6 mm, tanecik boyutu 3.5 um) analitik kolon ve metanol:borat tamponu (pH=9.1, 100
mM) iceren hareketli faz ile gradient eliisyonla 0.6 ml/dak akis hizinda gergeklestirilmistir. Genel
olarak florokinolonlarin kromatografik tekniklerle analizinde floresan dedektor kullamldig
gozlenmigstir. Yaptigimiz ¢calismada ise ayirim 280 nm'de DAD dedektorii kullanilarak basarilmig ve
siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasinin es zamanli  tayinleri
gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri ¢alisilan florokinolonlarin herbiri icin 0.5-10 ug/ml
konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Gelistirilen yontem igin validasyon ¢alismalar: da
yapilmigtir.

Sonug¢ ve Tartisma: Siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasinin es zamanli
tayinine izin veren basit, hizli, hassas ve valide bir HPLC-DAD yontemi gelistirilmistir.
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ABSTRACT

Obijective: The aim of this study was to develop a new, simple, rapid and sensitive HPLC-DAD
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method for the separation and simultaneous analysis of ciprofloxacin, levofloxacin, enrofloxacin
and moxifloxacin from different generation of fluoroquinolones.

Material and Method: In the literature, there are various methods for the separation, analysis and
quantification of fluoroquinolones alone or in binary mixtures in active substance. In this study, it
was aimed to develop a new HPLC-DAD method that would provide the most effective separation
for ciprofloxacin, levofloxacin, enrofloxacin and moxifloxacin. Different acidic and basic mobile
phases, buffer solutions and separation types were tested. The most efficient and selective method
XTerra, C18 (100 x 4.6 mm, particle size 3.5 um) analytical column and mobile phase containing
methanol:borate buffer (pH=9.1, 100 mM) were used for gradient elution at a flow rate of 0.6
ml/min. In general, fluorescent detector was used in the analysis of fluoroguinolones by
chromatographic techniques. In our study, separation was achieved by using DAD detector at 280
nm and simultaneous determinations of ciprofloxacin, levofloxacin, enrofloxacin and moxifloxacin
were performed. The calibration curves were linear in the concentration range of 0.5-70 ug/ml for
each of the fluoroquinolones studied. Validation studies were also performed for the developed
method.

Result and Discussion: A simple, rapid, sensitive and validated HPLC-DAD method allowing
simultaneous determination of ciprofloxacin, levofloxacin, enrofloxacin and moxifloxacin was
developed.

Keywords: Ciprofloxacin, enrofloxacin, HPLC-DAD, levofloxacin, moxifloxacin

GIRIS

Kinonlonlar, sentetik antimikrobiyal ajanlardir ve 1962'de klorokin sentezinin bir yan iiriinii olan
nalidiksik asit olarak kesfedilmiglerdir. Sonrasinda farkli siibstitiientlerin eklenmesi yoluyla kinolon
cekirdeginin modifikasyonu ile farkli florokinolonlar kesfedilmistir. Norfloksasin, 6. karbon
pozisyonuna bir flor eklenmesi sonrasi elde edilen ilk "florokinolondur" (Sekil 1 Owens ve Ambrose
[3]). Diger ikinci nesil kinolonlar ise; siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin, enoksasin,
fleroksasin, lomefloksasin, pefloksasin ve rufloksasindir. 1980'lerden beri bakteriyel enfeksiyonlari
tedavi etmek icin kullanilan bir antibiyotik simifidir. Bakteriyel DNA replikasyon siirecinde
topoizomeraz II ve IV'ii inhibe ederek bakterilerin 6liimiine yol agarlar. Florokinolonlar Gram-pozitif,
Gram-negatif ve atipik bakterilere karsi kullanilan baslica antibakteriyel ilaglardir. Dort gruba ayrilirlar.
Antibakteriyel ajanlarin konsantrasyonlarinin izlenmesi etkili tedavi saglar ve antibiyotiklere karsi
bakteriyel direncin artmasini 6nler. Ayrica, olasi toksikolojik etkilere karsi koruyucu tedavi yaklagimina
katki saglamaktadir. Florokinolonlar idrar yolu enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere ¢ok cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazi gastrointestinal ve cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin
tedavisinde de kullanilmaktadirlar [1-4]. Ilerleyen calismalar ile daha genis spektruma, daha yiiksek
etkinlige sahip cesitli yeni nesil florokinolonlar (iigiincii ve dordiincii nesil) iretilmistir [5].
Sparfloksasin ve levofloksasin ti¢lincii, moksifloksasin dordiincii nesil bilesiklerdir ve siklikla tedavide
tercih edilen kinolonlar arasinda yer alirlar [6].

Siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin ve enrofloksasin kimyasal yapilar1 ve etkili
olduklar1 bakteri tiirlerinin spektrumu bakimindan farklihk gosterirler. Ornegin, siprofloksasin ve
levofloksasin hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilere kars1 etkiliyken, moksifloksasin ve
ofloksasin Gram-pozitif bakterilere karsi daha etkilidir. Enrofloksasin domuz, kedi ve kopeklerde
Gram-negatif ve baz1 Gram-pozitif bakterilere kars1 kullanilmaktadir [6-7].

Farkli matrislerde florokinolonlarin analizi i¢in bir¢ok enstriimantal teknik kullanilmistir.
Literatiirde genellikle yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ve floresans detektor
kullanilarak yapilan ¢aligmalar ile bazi yeni calismalarda voltametrik analiz uygulamalari, fluoresans
spektroskopisi, kiitle spektrometrisi uygulamalar1 da mevcuttur [8-13]. HPLC ve diyod sirali dedektor
(DAD) ile florokinolonlarin analizine yonelik ise kisitli sayida ¢aligma mevcuttur [14-15]. Bu ¢calismada
siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasinin HPLC-DAD sistemi ile es zamanl
olarak analizine olanak saglayacak, basit, secici ve valide bir analitik yontem olusturulmasi
amaglanmustir.
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GEREC VE YONTEM
Cihaz

Shimadzu sivi kromatografi sistemi (LC-2030C), pompa (LC-10AT VP), yazilim (Class-VP
5.03), kontrol sistemi (SCL-10A VP), otomatik 6rnekleyici (SIL-10AD VP), ve diyod sirali dedektor
(DAD, SPD-10A VP)’den olusmaktadir. Ayirim XTerra, C18 (100 x 4.6 mm, tanecik boyutu 3,5 pm)
analitik kolon (Waters, Milford, MA, ABD) ile analiz sicakligi (30°C), 0.6 ml/dak akis hizinda metanol-
borat tamponu igeren (100 mM, pH 9.1) hareketli faz ile gradient eliisyonda yapilmistir. DAD dedektor
280 nm dalga boyuna ayarlanmustir. pH 0.1 M formik asit kullanilarak ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi
10 pl olarak segilmistir. Tiim ¢ozeltilerde tip 1 su kullanilmistir (Simplicity 185 Water System, Millipore
Corp., Bedford, MA, ABD). Analiz sonunda analitik kolon, hacminin yaklasik 20 katt HPLC smufi su
ve ardindan metanol ile yikanmistir. Son olarak, kolon saf metanol iginde saklanmistir. Bu prosediir her
analiz sonrasinda uygulanmustir.

Kimyasallar

Bu ¢alismada siprofloksasin (SF) ve levofloksasin (LF) analitik standartlar1 Drogsan Ilaglar1 San.
ve Tic. A.S.’den temin edilmistir, moksifloksasin (MF), enrofloksasin (EF) ve kafein (i¢ standart, 1S)
analitik standartlar1 Sigma-Aldrich (ABD)’den satin alinmistir. Metanol, asetonitril (HPLC saflikta),
borik asit ve formik asit Sigma-Aldrich (ABD)’den satin alinmistir. SF, LF, MF ve EF ile kafeinin stok
cozeltileri 1 mg/ml olacak sekilde hareketli fazda hazirlanmis ve analizde kullamilacak ¢ozeltiler,
istenilen konsantrasyon degerlerine stok ¢ozeltilerin hareketli faz ile seyreltilmesiyle giinliik olarak
hazirlanmustir. Stok ¢ozeltiler -20°C’da 1 hafta siiresince saklanmuistir.

Kromatografik Calismalar

Calismada optimum kromatografik ayirma kosullarin belirlenmesi amaciyla gesitli hareketli faz
bilesimlerinde ve farkli sabit fazlarda denemeler yapilmistir. Bu amagla hareketli faz organik
diizenleyici se¢imi i¢in metanol ve asetonitrilin florokinolonlarin analizine etkisi degisik
konsantrasyonlarda ¢aligilarak incelenmistir. Asetonitril kullanilarak hazirlanan hareketli faz ile iyi bir
aymrim elde edilememis, florokinolon piklerinde ¢akigsmalar gozlemlenmistir. En iyi ayirim i¢in metanol
tercih edilmistir. Ek olarak en iyi ayirmmin elde edilmesi amaciyla gesitli sabit faz denemelerinin
yapildigi ¢calismada da C8 ve C18 &zelliginde dolgu maddeleri igeren analitik kolonlarm 100-250 mm
uzunlugunda olan sabit fazlar denenmis ve XTerra, C18 (100 x 4.6 mm, tanecik boyutu 3.5 um) en iyi
ayirmmin elde edildigi sabit faz olarak secilmistir. Yine hareketli faz bilesimi optimizasyon
calismalarinda degisik tampon ¢ozeltiler ve pH denemeleri yapilmis bu amacla fosfat tamponu ve borat
tamponu ile yapilan calismalarda pH degerinin 3 ila 9.1 araliginda ayirim icin kapasite faktorii ve pik
simetri oranlari ile olan etkileri incelenmistir. En iyi ayirim hedeflenen doért florokinolon ve kafein (i¢
standart) i¢in hareketli faz bilesiminin metanol (A) ve borat tamponu (B) (100 mM, pH 9.1) ile gradient
eliisyonda elde edilmistir. I¢ standart olarak kromatogramda diger etken madde pikleri ile gakigmamasi
ve iyi bir ayirim elde edilmesi sebebiyle kafein tercih edilmistir. Uygulanan gradient ayirim program
Tablo 1°de verilmistir. Hareketli faz 0.45 pm gozenek ¢apli membran filtreden siiziilmiis ve ultrasonik
banyoda 15 dk bekletilerek ¢oziinen gazlar uzaklagtirilmistir.

Tablo 1. Analizde uygulanan gradient ayirim programi

Zaman (dk) Metanol (A) (%) Borat Tamponu (B) (%)
0-2 35 65
3-15 50 50
16 35 65

Validasyon Cahismalari

Validasyon ¢aligmalar1 ICH gereklilikleri kapsaminda incelenmistir [16-17]. Bu kapsamda; elde
edilen verilere gore her bir ilaca ait alikonma zamani, kapasite faktorii, kuyruklanma faktorii ve teorik
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tabaka sayisi hesaplanmigtir. Sistem uygunluk testi 1 pg/ml konsantrasyondaki standart karigim
¢ozeltisinin  alti  tekrarli  enjeksiyonu ile gergeklestirilmigtir. Dogrusallik ¢aligmalarinda
kromatogramlardan elde edilen pik egri alt1 alan degerleri i¢ standarda (1 pg/ml) ait pik egri alt1 alan
degerlerine oranlanlanmis ve her bir florokinolonun konsantrasyon degerine karsi grafige gegirilerek
kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Elde edilen egrilerden korelasyon katsayisi (r) degerleri incelenerek
yontem dogrusalligi degerlendirilmistir. Ayrica duyarlilik, segicilik, dogruluk ve kesinlik ¢aligmalari ti¢
farkli konsantrasyon degerinde (0.5, 1 ve 10 pg/ml, n=6) yapilmis, giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarl analiz
sonuglar1 degerlendirilmistir. Iki farkli analizci tarafindan yapilan tekrarli analiz sonuglarmin
karsilastirilmasi ile tutarlhilik analizleri de yapilmistir. Sonuglar t testi ve standart hata hesaplamalari
yapilarak degerlendirilmistir. G6zlenebilme sinir1 (LOD) degeri; tekrarlanan (n=6) farkli standart ¢dzelti
analiz i¢in sinyal/giiriiltii (S/G) degerinin 3’¢ esit oldugu deger olarak alinmistir. Alt tayin siir1 (LOQ)
degeri ise tekrarlanan (n=6) farkli ¢6zelti analiz igin BSS degerinin %5’e esit ve kiigiik oldugu deger
olarak almmustir [18-19]. Analiz sicakliginin ve hareketli faz akig hizinin ayirima etkisinin arastiriimasi
calismasinda 24 ila 35°C arahigmnda ve 0.4 ml/dk, 0.6 ml/dk, 0.8 ml/dk degerlerinde galigmalar
yapilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasinin HPLC-DAD
sistemi ile es zamanli olarak analizine olanak saglayacak yeni, basit ve se¢ici bir analiz yonteminin
olusturulmasi amaglanmigtir. Yapilan ¢aligmalarda en iyi aymrim kosullarinin ve en uygun organik
diizenleyici konsantrasyonunun secimi ic¢in bir dizi deneysel c¢alismalar yapilmis ayni zamanda
gelistirilen yoOntem i¢in validasyon parametreleri de incelenmistir. Yontem, siprofloksasin,
levofloksasin, enrofloksasin ve moksifloksasin i¢in 0.5-10 pg/ml araliginda dogrusal olarak
bulunmustur. Elde edilen egri denklemlerinden r? degerleri 1°e ¢ok yakin olarak hesaplanmistir (Tablo
2). En iyi aymrim kosullarinin belirlenmesi ¢alismalari kapsaminda elde edilen verilere gore her bir etken
maddeye ait alikonma zamani, kapasite faktorii, kuyruklanma faktorii ve hesaplanan teorik tabaka sayisi
degerleri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 2. Yontem igin elde edilen dogrusal aralik ve hesaplanan degerler (n=6)

Dogrusal .. ..
Florokinolon A%allk Egim | Kesisim r rl Ig%_l'lf Kg?_lf:m ( L?n?l)
(ug/ml) s
SF 0.5-10 0.807 0.012 0.9998 | 0.9996 | 0.064 0.014 0.15
LF 0.5-10 0.620 -0.161 0.9998 | 0.9996 | 0.059 0.021 0.15
EF 0.5-10 0.651 0.234 0.9999 | 0.9998 | 0.078 0.019 0.15
MF 0.5-10 1.677 0.082 0.9999 | 0.9999 | 0.098 0.017 0.15

SH*: Egim ve kesisimin standart hatasi

Tablo 3. Sistem uygunluk parametrelerinin degerlendirilmesi (n=6)

Elorokinolon Alikonma Kapasite Kuyruklanma Teorik Tabaka
Zamam (dk) Faktorii Faktorii Sayisi
SF 6.20+0.01 2.11 1.31+0.01 5860.11
LF 9.14+0.02 3.58 1.12+0.01 17286.53
EF 10.73£0.01 4.37 1.08+0.00 29950.78
MF 12.05+0.01 4.94 1.20+0,01 23600.80

Calisma kapsaminda incelenen dort fakl florokinolon igin iyi bir ayirim elde edilmistir (Sekil 1).
Validasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan duyarlilik, secicilik, dogruluk ve kesinlik parametreleri i¢in
ti¢ farkli konsantrasyon degerinde (0.5, 1 ve 10 pg/ml, n=6) deneyler yapilmis, giin-igi ve giinler-arasi
tekrarli analiz sonuglar1 bagil hata (BH), bagil standart sapma (BSS) ve bagil standart hata (BH)
degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir (Tablo 4). Yontemin segiciliginin belirlenmesi amaciyla
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yapilan ¢alismalar sonucunda SF, LF, EF, MF ve IS piklerinin alikonma zamanlarinda hareketli fazin
gradient sisteminden kaynaklanan herhangi bir girisimin olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 1. SF, LF, EF, MF ve kafeine ait kromatogram (1 pg/ml)

Tablo 4. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢aligmalari (n=6)

Konsan. SF LF EF MF

(ng/ml) Qﬁn Giinler Qﬁn Giinler Qiin Giinler Qiin Giinler
Ici Arasi Ici Arasi Ici Arasi Ici Arasi

x 0.49 0.49 0.50 0.50 0.49 0.49 0.48 0.49

SH 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01 0.01 0.00 0.01

05 BSS | 2.23 2.01 1.23 0.50 2.01 1.95 0.16 4.13
BH 1.06 -1.47 -0.83 0.13 -1.47 -1.47 -3.89 6.35

x 0.99 1.02 0.97 1.01 0.99 1.02 1.04 1.01

SH 0.05 0.03 0.01 0.03 0.02 0.03 0.02 0.03

L0 BSS 1.57 341 0.89 3.29 1.57 3.41 0.63 3.29
BH 0.65 1.62 3.20 0.77 0.65 1.62 1.98 0.77

x 9.99 9.99 9.94 9.95 9.99 9.99 10.00 9.99

SH 0.10 0.02 0.01 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02

100 BSS | 0.15 0.15 0.11 0.30 0.15 0.15 0.16 0.16
BH 0,.14 0.12 0.57 0.46 0.14 0.12 0.05 0.06

X. Ortalama, SH: Standart hata, BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil standart hata

Gelistirilen yontem i¢in HPLC-DAD sistem uygunlugu alikonma zamani, enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, kapasite faktorii, kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka sayisi esas alinarak
degerlendirilmistir. incelenen parametreler i¢in 6 tekrarl yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler
kullanilmistir. Elde edilen degerler (Tablo 3) kabul edilen sartlar1 saglamaktadir kapasite faktori>2,
kuyruklanma faktorii<l.5 ve teorik tabaka sayisi>2000] i¢inde bulunmus olup sistem hedeflenen
ilaglarin analizi i¢in uygun olarak bulunmustur [16-17].

Gelistirilen yontem igin en iyi aymrim; XTerra, C18 (100 x 4.6 mm, tanecik boyutu 3,5 pm)
analitik kolon kullanilarak metanol:borat tamponu (pH=9.1, 100 mM) igeren hareketli faz ile 0.6 ml/dak
akis hizinda gradient eliisyon ile gerceklestirilmistir. Analiz sicakliginin aymrima etkisi ti¢ farkl sicaklik
degerinde ¢alisilarak incelenmis ve analiz sicaklik degeri 30 °C olarak yine akis hizinin ayirima etkisinin
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arastirilmasi ¢aligmasinda 0.4 - 0.8 ml/dk araliginda calismalar yapilmis ve 0.6 ml/dk olarak en iyi
ayirim kosulu belirlenmistir. LOD ve LOQ degerleri her bir florokinolon igin sirasiyla 0.15 ve 0.5 pg/ml
olarak saptanmustir. Tutarlilik caligmalarinda iki farkli analizci tarafindan elde edilen degerler
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p<0.05) (Tablo 5).

Tablo 5. Gelistirilen yontemin tutarhilik verileri (n=6)

1 pg/ml standart madde i¢in egri alt1 alan/i¢
Elorokinolon _ standart egri _alt_l alan
Analizci 1 Analizci 2 P<0.05
x+ SH x+ SH '

SF 0.827+0.007 0.819+0.008 0.046
LF 0.457+0.005 0.454+0.006 0.014
EF 0.902+0.006 0.893+0.001 0.045
MF 1.797+0.013 1.713+0.011 0.033

x: Ortalama, SH: Standart hata, p: Kesisimin olasilik degeri

Bu ¢aligmada, farkli nesil florokinolonlardan olan siprofloksasin, levofloksasin, enrofloksasin
ve moksifloksasinin HPLC-DAD sisteminde es zamanli analizine olanak saglayan yeni kolay, basit,
secici ve valide bir analiz yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontem literatiirde yer alan HPLC-DAD
yontemlerinden farkli ve kisa siirede aymrim gergeklestirebilmesine olanak saglamasi agisindan bir
alternatif sunmaktadir. Gelistirilen analiz yontemi ilag diizeyi takibinde ve degisik uygulamalarda yeni
Ve basit bir ayirim yontemi olarak uygulanabilir.

YAZAR KATKILARI

Kavram: A.D., ED.G.T., F.O.; Tasarim: A.D., E.D.G.T., F.O.; Denetim: A.D., ED.G.T., F.O.;
Kaynaklar: A.D., E.D.G.T., F.O.; Malzemeler: A.D., ELD.G.T., F.O.; Veri Toplama ve/veya Isleme:
A.D., ED.G.T., F.O.; Analiz ve/veya Yorumlama: A.D., E.D.G.T., F.O.; Literatiir Taramasi: A.D.,
E.D.G.T., F.O.; Makalenin Yazilmasi: A.D., E.D.G.T., F.O.; Kritik Inceleme: A.D., E.D.G.T., F.O.;
Diger: -

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu makale i¢cin gergek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

ETiK KURUL ONAYI

Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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