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Amag: Siprofloksasin, pek ¢ok bakteriyel enfeksiyon ile savasta kullanilan bir florokinolon grubu
antibiyotiktir. Bu ¢alismamin amaci, siprofloksasinin spektrofotometrik tayini i¢in nanopartikiil
temelli Azl ve duyariy bir yontem gelistirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Yontem gelistirilmesinde metal nanopartikiil olarak AgNP kullanild.
Siprofloksasinin spektrofotometrik tayininde, AgNP’nin 395.5 nm’deki lokalize yiizey plazmon
rezonans (LSPR) absorbsiyon banti kullanildi. Deneysel ¢alismalarda kullanmilan fosfat tampon
¢ozeltisinin optimum pH degerini belirlemek icin, farkli pH degerlerindeki siprofloksasin-AgNP 'nin
absorbans degerindeki degisiklikler incelendi. Dinamik Isin Spektrometresi (DLS) él¢iimleri ile
AgNP boyutundaki degisiklikler tespit edildi.

Sonug ve Tartisma: Calismamizda siprofloksasinin farmasotik preparatlarda tayini icin AgNP 'ye
dayali yeni bir spektrofotometrik yontem gelistirildi. Gelistirilen yontem icin dogrusal ¢alisma
aralig, pH 6.0 fosfat tamponunda 0.003-3.313 mg/L ve pH 8.0 fosfat tamponunda 0.025-2.50 mg/L
olarak belirlendi. Oftalmik soliisyondaki siprofloksasin miktarinin belirlenmesi icin yapilan geri
kazamm ¢aliymasinda geri kazamim degeri %87+3.3 olarak bulundu. Bu veriler 1s18inda,
siprofloksasin tayini icin gelistirilen AgGNP bazli yontemin klinik analizlerde etkili bir analiz yontemi
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Obijective: Ciprofloxacin is a fluoroquinolone antibiotic used in the fight against many bacterial
infections. The aim of this study is to develop a rapid and sensitive method for the
spectrophotometric determination of metal nanoparticle-based ciprofloxacin.

Material and Method: AgNP was used as metal nanoparticle to develop the method. The localized
surface plasmon resonance (LSPR) absorption band of AgNP at 395.5 nm was used for the
spectrophotometric determination of ciprofloxacin. In order to determine the optimum pH value of
the phosphate buffer solution used in the experimental studies, the changes in the absorbance value
of ciprofloxacin-AgNP at different pH values were examined. Changes in AgNP size were detected
by DLS measurements.

Result and Discussion: In our study, a new spectrophotometric method based on AgNP was
developed for the determination of ciprofloxacin in pharmaceutical preparations. The linear
working range for the developed method was determined as 0.003-3.313 mg/L in pH 6.0 phosphate
buffer and 0.025-2.50 mg/L in pH 8.0 phosphate buffer. In the recovery study performed to
determine the amount of ciprofloxacin in the ophthalmic solution, the recovery value was found to
be 87+3.3%. In the light of these data, it is thought that the AgNP-based method developed for the
determination of ciprofloxacin can be used as an effective analysis method in clinical analysis.
Keywords: AgNPs, ciprofloxacine, spectrophotometry

GIRIS

Ikinci nesil florokinolon grubu bir antibiyotik olan siprofloksasin (kimyasal adi; 1-siklopropil-6-
floro-4-okso-7-(piperazin-1-yl)-1.4-dihidrokinolin-3-karboksilik asit) gii¢lii antimikrobiyal aktivite ve
onemli farmakokinetik dzellikler sergiler. Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlari, baz1 deri, kemik,
yumusak doku enfeksiyonlar1 ve pnomoni dahil olmak tizere ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi
i¢in klinik uygulamalarda son otuz yildir iyi bir etkinlik gosterdigi bilinmektedir [1]. Siprofloksasin
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tiiberkiiloz (TB) tedavisinde kullanilan birinci basamak anti-TB
tedavisine diren¢ veya intolerans gelisen vakalarda ikinci basamak ilag olarak 6nerilmistir [2].

Agirlikli olarak Gram pozitif ve Gram negatif organizmalarin neden oldugu bakteriyel
enfeksiyonlar kiiresel olarak onemli bir saglik tehdidini isaret etmektedir ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumludur, bu da genis 6liim oranlarina ve kiiresel saglik sistemleri tizerinde
yiilke neden olmaktadir [3,4]. Ilaveten farkhi diren¢ seviyelerine sahip antibiyotiklere direncli
patojenlerin ortaya ¢ikmas1 mortalitedeki 6nemli artisla iliskilendirilmektedir [5]. Giiniimiizde de bu tiir
patojenlerin diinya genelinde yaygin oldugu klinik bulgular goriilmekte ve bu patojenlerle miicadelede
kullanilan siprofloksasinin de etkisinin doza bagli oldugu bildirilmektedir [6]. Dolayisiyla bu
enfeksiyonlara karsi verilen miicadelede kullanilan siprofloksasin dozunun 6zellikle plazma diizeyinin
belirlenmesi hem ilag dozunun terapotik aralikta kalmasini yani hastalifin  kontrol altinda
tutulabilmesini kolaylastiracak hem de ilacin yan etki profilini azaltmamiza sebep verecek ve bakteriler
tarafindan sentezlenen [-laktamazlara karsi diren¢ gelismesinin Oniine gegilmesine olanak
saglayacaktir.

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde pek c¢ok antibiyotik ic¢in (sefalosporinler, ampisilin-
sulbaktam kombinasyonu gibi beta laktam-beta laktamaz antibiyotikler) uygun spektrofotometrik
yontemin belirlendigi ve bu yontem dogrultusunda belirtilen ilaglarin ¢esitli numunelerde tayininin
yapildig1 gortiilmektedir [7,8]. Calismamizda kullandigimiz ve klinik olarak kullanim alani da oldukg¢a
genis olan siprofloksasin tayini i¢in de literatiirde ¢esitli yontemlerin kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur.
Siprofloksasin tayininde HPLC [9, 10], kapiler elektroforez [11], akis enjeksiyon analizi [10], LC-MS
[12], elektrokimyasal analiz [13,14] ve ayrica UV-Spektrofotometri yontemlerinin kullanildigi
bildirilmistir [15,16]. Ancak literatiirdeki mevcut ¢aligmalarda diigiikk derisimlerde ve nanopartikiiler
bazda siprofloksasin tayininin yapildigina dair bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bir kantitatif analiz yontemi olan spektrofotometri, farmasétik analizlerde hala en sik kullanilan
yontemdir; diger yontemlere gore daha hizli ve 6nemli ekonomik avantajlar saglamaktadir [17].
Spektrofotometrik analizlerde metal nanopartikiillerin kullanimi; sahip olduklar1 yiizey plazmon
ozelliginden dolay1 daha duyarli analiz yapilmasina olanak saglar. Yiizey plazmon rezonans (SPR);



Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(1): 95-103, 2023 Balcivd. 97

enerji tastyan 151k fotonu ile metal yiizeyinin elektronlarimin birlesmesine ya da 151k fotonu ile metal
yiizey arasindaki enerji transferine dayanmaktadir. Birlesmenin ve/veya enerji transferinin gergeklestigi
151k gelis agis1, metal yiizeyine ve ¢evresine gore degisiklik gosterir. Isik fotonlar: ile metal yiizeyi
arasinda bir eslesme ve/veya rezonans yakalandiginda enerji transferi gergeklesir [18]. SPR de 151k
fotonu ve metal yiizey arasindaki etkilesimler sonucu olusan yiizey rezonans dalgalar1 kullanilir. Yiizey
rezonans dalgalar1 metallerin yiizeylerinde olusur ve serbest elektron plazmalar1 gibi davramirlar [19].
SPR’de kullanilacak metal uygun 1sikla eslesme ya da rezonansa girebilecek iletken bant elektronlarina
sahip olmali ve sensér uygulamalarinda kullamlan gerekli modifikasyonlar igin uygun oOzellikte
olmalidir [20]. Bu o6zellikleri saglayan bir¢ok metal arasinda giimiis en yaygin kullanilandir. Metal
yiizeylerin SPR 6zellikleri kullanilarak diisiik miktarlarda tayin yapilabilecek yontemler gelistirilebilir.

Bu c¢alismanin amaci; UV spektrofotometri yontemi kullanarak siprofloksasinin tayinini
gerceklestirmek ve bu tayin isleminde klinigi yansitmasi agisindan daha diisiik derisimlere inebilmek
icin metal nanopartikiilin (AgNP) yilizey plazmon Ozelliklerinden faydalanarak tayin islemleri
yapmaktir.

GEREC VE YONTEM
Cihaz ve Kimyasallar

Siprofloksasin ve glimiis nanopartikiil (AgNP, 20 nm) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD)
diger kimyasallar ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD) ve Tekkim'den (Istanbul, Tiirkiye) temin
edildi. Spektrofotometrik analizler RAYLEIGH UV 1601 UV-Vis spektrofotometresi (Pekin, Cin) ile
gerceklestirildi. Cozeltilerin pH degerlerini 6lgmek i¢in Ohaus Starter 2100 pH metre ve kombine pH
elektrodu kullanildi. Tim sulu ¢ozeltiler Microtest saflastirma sisteminden elde edilen distile su ile
giinliik olarak hazirlandi. Dinamik Isin Spektrometresi (DLS) 6lgiimleri Ortadogu Teknik Universitesi
Merkez Laboratuvarinda (Ankara, Tirkiye) yaptirildi.

Standart ve Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

37.0 mg siprofloksasin 10 ml’lik kalibre edilmis balon jojede distile su i¢inde ¢oziilerek standart
stok soliisyonu hazirlandi. 0.004-3.85 mg/l konsantrasyon araliginda siprofloksasin kalibrasyon
cozeltileri standart stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile elde edildi.

Siprofloksasinin Spektrofotometrik Tayin Prosediirii

Distile su ile ¢6ziindiiriilerek hazirlanan stok siprofloksasin ¢6zeltisinin (3315.0 mg/l) 0.1 M
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile seyreltilmesiyle farkli konsantrasyonlarda siprofloksasin ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart AgNP (20 mg/l) ¢ozeltisi de 1:10 oraminda 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi ile
seyreltildi. Nanopartikiil ve siprofloksasin ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan karisim ¢ozeltileri kuvars
kiivete alinarak 200.0-500.0 nm dalga boyu araliginda UV-Vis spektrumlar1 kaydedildi. Siprofloksasin
tayini, AbsSip272snm/AbSAgNPSsessim absorbans orani ile gergeklestirildi. Tim spektrofotometrik
olgiimler oda sicakliginda ti¢ tekrar halinde alindi.

Farmasotik Preparasyon

3.5 mg/ml siprofloksasin igeren ticari bir oftalmik ¢ozeltisi (Bilim lag San. Ve Tic. A.S., Istanbul,
Tiirkiye tarafindan iiretilen Siprogut® ilaci) analiz edildi.

SONUC VE TARTISMA

Siprofloksasinin spektrofotometrik tayini, AgNP’nin 395.5 nm dalga boyundaki rezonans
absorbans degeri kullanilarak gergeklestirildi. Nanopartikiillerin spektrofotometrik ¢aligmalarda
kullamilmas1 daha hassas ve diisiik konsantrasyon analizlerine olanak saglar. Gelistirilen yontemde
AgNP kullanilarak AbsSip/AbsAgNP degerindeki degisimler incelenerek siprofloksasin analizi yapildi
(Sekil 1).

AgNP dayali siprofloksasin tayininde, nanopartikiillerin agregasyon ozelliginden yararlamildi.
Siprofloksasin ile etkilesimden sonra nanopartikiillerdeki degisiklikleri degerlendirmek igin Dinamik
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Isin Spektrometresi (DLS) olglimlerinden yararlamld: (Sekil 2). DLS &lgiimleri incelendiginde,
siprofloksasin eklenmesinden sonra AgNP'lerin hidrodinamik boyutunun 20.0 nm'den 1000.0 nm'ye
yikseldigi gozlendi (Sekil 2A-2B). Hidrodinamik boyuttaki artis AgNP ¢ozeltisine siprofloksasin
eklenmesiyle karakteristik pargacik agregasyonunun meydana geldigini gostermektedir.

0,25

0,20

0,15 1

0,10 1

Absorbans

0,05

a
200 250 300 350 400 450 500 550
Dalga Boyu, nm

0,00

Sekil 1. A) Siprofloksasin ¢ozeltisinin spektrofotometrik yaniti, B) AgQNP-Siprofloksasin ¢ozeltisinin
spektrofotometrik yanit1 ([AgNP]: 10.79 mg/l, [Sip]: 3.31 mg/l uM)

Sekil 2. A) AgNP’nin DLS sonuglari, B) AgNP-siprofiloksasin DLS sonuglar1

Deneysel Sartlarin Optimizasyonu

Metal nanopartikiillere dayali spektrofotometrik analizler ¢alisma ortaminin pH'sindan etkilenir.
Bu nedenle optimum ¢aligma pH'sinin belirlenmesi son derece 6nemlidir. Bu nedenle AgNP kullanilarak
yapilan spektrofotometrik analizde en iyi absorbans oranini bulmak i¢in farkli pH degerleri 3.31 mg/I
siprofloksasin varliginda optimize edildi. Absorbans oraninin (AbsSip/AbsAgNP) pH bagimliligi 5.0-
9.0 pH araliginda test edildi (Sekil 3). AgNP’lere dayal analizde maksimum absorbans orani pH 6.0 ve
pH 8.0°de elde edilmistir. AgNP’nin ¢evre kosullarinda agregasyonu ve ¢oziinmesi iizerine pH'in etkisi
hakkinda fazla literatiir bilgisi olmamasina ragmen gozlemlenen cevresel kosullar AgNP’ler i¢cin pH
5.0-8.0°dir [21]. Bu durum goz 6niine alindiginda optimum pH degeri (6.0 ve 8.0) AgNP’lere dayali
analiz i¢in uygundur.
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Sekil 3. AgNP'ye dayal: siprofloksasin analizinde optimum pH degerlerinin belirlenmesi

Performans Parametreleri

AgNP’ye dayali spektrofotometrik yontem ile siprofloksasin tayini 0.1 M pH 6.0 fosfat tamponu
sabit bir AgNP konsantrasyonu ve farkli konsantrasyonlarda siprofloksasin karisimlarmin absorbans
degerleri olgiilerek gergeklestirildi. AgNP’ye dayali yontem pH 6.0°da 0.003-3.313 mg/I siprofloksasin
derigim araliginda dogrusal bir yanit gosterdi (Sekil 4). AgNP’ye dayali yontem i¢in gézlenebilme sinir1
(LOD) 0.003 mg/l olarak hesaplandi (LOD=3.3sb/m, burada sb, farkli 0.003 mg/l siprofloksasin
¢ozeltilerinden gelen yanitlarin standart sapmasidir ve m, kalibrasyon egrisinin egimidir). Metal
nanopartikiile dayali yontemin LOD’si daha 6nce bildirilen spektrofotometrik ¢alismalardan daha

dustiktiir [22-24].
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Sekil 4. A) UV absorpsiyon spektrumu ve B) AgNP dayali spektrofotometrik yontemin kalibrasyon
grafigi (a-k: 0.003-3.313 mg/I, pH 6.0 Fosfat tamponu)
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AgNP’ye dayali spektrofotometrik yontem ile siprofloksasin tayini 0.1 M pH 8.0 fosfat tamponu
sabit bir AgNP konsantrasyonu ve farkli konsantrasyonlarda siprofloksasin karisimlarmin absorbans
degerleri Olgiilerek incelendi. AgNP’ye dayali yontem pH 8.0°de 0.025-2.50 mg/I’lik siprofloksasin
derisim araliginda dogrusal bir yamt meydana getirdi (Sekil 5). AgNP’ye dayali yontem igin
gozlenebilme sinir1 (LOD) 0.006 mg/l olarak hesaplandi (LOD=3.3sb/m, burada sb, farkli 0.025 mg/I
siprofloksasin ¢ozeltilerinden gelen yanitlarin standart sapmasidir ve m, kalibrasyon egrisinin egimidir).
Metal nanopartikiile dayali yontemin LOD’si daha 6nce bildirilen spektrofotometrik ¢alismalardan daha

diisiiktiir [22-24].
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Sekil 5. A) UV absorpsiyon spektrumu ve B) AgNP dayali spektrofotometrik yontemin kalibrasyon
grafigi (a-h: 0.025-2.50 mg/I, pH 8.0 Fosfat tamponu)

Gelistirilen AgNP temelli spektrofotometrik yontemin performans degerlendirmesi,
siprofloksasin tayini i¢in literatiirde rapor edilen c¢esitli yontemlerle elde edilen sonuglarin
karsilastirilmas1 ile gerceklestirildi. Tablo 1’deki sonuclar, gelistirilen yontemin bildirilen diger
yontemlerle daha iyi ve/veya karsilastirilabilir oldugunu gdstermektedir.

Tablo 1. Siprofloksasin tayini i¢in literatiirde rapor edilen ¢esitli yontemlerin performans 6zelliklerinin
gelistirilen AgNP temelli spektrofotometrik yontem ile karsilastiriimasi

Probe Tayin Yontemi | Dogrusal Calisma Arahgi LOD Ref.
(mg/l) (mg/l)
Fe304/GO-COOH Spektrofotometri 0.03-1.5 0.005 [22]
nanokompozit
Fe3*-GR ¢ozeltisi Spektrofotometri 0.5-50 0.2 [23]
Fe3* Spektrofotometri 2.5-120 2.5 [24]
b-CD/MWCNT Elektrokimya 3.31-26.51 0.017 [25]
AlS QDs Floresans 1.0-19.5 0.12 [26]
RFFS/IGMPA@CdTe-QDs Floresans 0-0.015 0.300 [27]
AgNP Spektrofotometri 0.003-3.313 (pH 6.0) 0.003 Bu ¢alisma
0.025-2.50 (pH 8.0) 0.006
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Analitik Uygulanabilirlik

AgNP dayali spektrofotometrik yontemin analitik uygulanabilirligi, oftalmik soliisyonda
siprofloksasinin absorbans oranlar1 kullanarak (AbsSip/AbsAgNP) kantitatif tayini yapilarak arastirildi.
Ticari oftalmik soliisyonu igin siprofloksasin miktar1 3.00 mg/ml idi. 1/1000 oraminda seyreltilmis ticari
numune spektrofotometrik analizlerde kullanildi. Hazirlanan bu numune ¢ozeltisi kullanilarak
siprofloksasin miktar1 dogrudan kalibrasyon yontemiyle ve geri kazamim degeri hesaplandi. Numune
analizi sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 2’de gosterildi. Geri kazanim degerlerinin %83.33-%90.0
araliginda olmas1 AgNP’ye dayali olarak gelistirilen yontemin farmasdétik preparatlarda siprofloksasin
tayininde basarili bir gekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablo 2. Gelistirilen AgNP temelli spektrofotometrik yontem kullanilarak ilag numunesinde dogrudan
kalibrasyon yontemi ile elde edilen geri kazanim sonuglari

Sip miktari, mg/ml Bulunan, mg/ml % Geri Kazanim
3.0 2.6 86.67
3.0 2.5 83.33
3.0 2.7 90.00
2.6+0.1 86.67+3.3

Bu c¢alismada siprofloksasin analizi i¢in plazmonik nanopartikiil olarak bilinen AgNP kullanarak
yeni bir spektrofotometrik yontem gelistirildi. AgNP, rezonans absorbans bantlar1 sayesinde diisiik
konsantrasyonlarda siprofloksasin tayinine olanak sagladi. Gelistirilen yontem genis bir ¢alisma aralig
ve diisiik gozlenebilme sinir1 gosterdi. AgNP dayali spektrofotometrik yontem i¢in dogrusal denklem
pH 6.0 ve 8.0’de sirasiyla AbSeran = 1.25[Sip]+0.84 (R? = 0.9926) ve AbSeran = 1.47[Sip]+0.97 (R? =
0.9960) olarak bulundu. Gelistirilen nanopartikiil bazli spektrofotometrik yontemin analitik
kullamlabilirligi ticari oftalmik soliisyondaki siprofloksasin tayini ile ortaya kondu ve kazanim degeri
%87+3.3 olarak bulundu. Plazmonik nanopartikiile dayal gelistirilen yontemin siprofloksasin tayininde
iyi performans sergilemesi nedeniyle rutin analizlerde kullanilmas1 6ngériilmektedir.
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