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SULFONILURE VE TiYAZOLIDINDION TiPi ORAL
ANTIDIYABETIKLERIN iYONLASMA SABITLERININ
POTANSIYOMETRIK YONTEM VE SIVI KROMATOGRAFIK YONTEM
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Bu tez calismasinda siilfoniliire grubu antidiyabetik ilaglardan glibenklamid,
gliklazid, glimepirid ve glipizidin; tiyazolidindion grubu antidiyabetik ilaglardan da
pioglitazon HCI ve rosiglitazon maleatin pK, degerleri potansiyometri ve ters faz sivi
kromatografi yontemleri (RPLC) kullanilarak su-THF karigimlarinda tayin edilmistir.
Iyonlagma sabitleri potansiyometrik titrasyon ydntemiyle 5 farkli (%40-60) su-THF
ortaminda PKPOT programi ve grafiksel metotlar ile hesaplanmistir. HPLC
yontemiyle 4 farkli (%40-55) su-THF ortamindaki iyonlagma sabitleri NLREG
programi ile hesaplanmistir. Yasuda-Shedlovsky esitligi ve ekstrapolasyon
yontemleriyle bilesiklerin sudaki pK, degerleri hesaplanmistir. Glipizid,
glibenklamid, ve pioglitazon HCI'nin es zamanli tayini i¢cin HPLC yontemi
gelistirilmistir. Kolon olarak YMC J’Sphere ODS-H80 (4 um, 150 mm x 4,6 mm ID)
kolonu kullanilmistir. En 1yi kromatografik ayirma % 40 THF (v/v) ortaminda pH
4,5’ ta yapilmistir. Akis hiz1 1 mL/dak, dalga boyu 230 nm, sicaklik 30 °C ve
enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. I¢ standart olarak tiyazolidindion grubundan
rosiglitazon maleat secilmistir. Gelistirilen metodun tam validasyonu yapilmis ve
piyasada bulunan ticari ilag¢ preperatlarina uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Siilfoniliire, tiyazolidindion, pK,, potansiyometrik titrasyon,
HPLC, Yasuda —Shedlovsky esitligi, metot validasyonu.

2013, 127 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

MEASURAMENT OF IONIZATION CONTANTS OF ORAL
ANTIDIABETICS OF THE SULFONYLUREA-TYPE AND
THIAZOLIDINDION-TYPE BY POTENTIOMETRIC METHOD AND
LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD

Dilara BASAT

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Giileren ALSANCAK

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurullah SANLI

In this thesis, the pK, values of glibenclamide, gliclazide, glimepiride and glipizide
are the antidiabetic drugs which belongs to sulfonylurea group and pioglitazone HCI
and rosiglitazone maleate are the antidiabetic drugs which belongs to
thiazolidinedion group, using potentiometric and reversed phase liquid
chromatographic (RPLC) measurements were determined in THF-water mixtures.
lonization constants have been calculated with potentiometric titration method by
PKPOT (Potentiometric pK,) programme and graphical methods in 5 different (40-
60%) water-THF mixtures. With reversed phase liquid chromatographic method,
ionization constans have been calculated by NLREG programme in 4 different (40-
55%) water-THF mixtures. Aqueous pK, values of compounds have been calculated
with Yasuda-Shedlovsky equation and extrapolation method. In order to determine of
glipizide, glibenclamide and pioglitazone HCI simultaneously, HPLC method
developed and YMC J’sphere ODS-H80 (4 um, 150 mm x 4,6 mm ID) column was
used for chromatographic separation. The best chromatographic separation was
achieved by using THF-water at pH 4,5 in 40% v/v. The mobile phase was delivered
at 1 mL/min and temperature was 30°C at 230 nm. Injection volume was 20 pL.
Rosiglitazone maleate which belongs to thiazolidinedion group was choosen as an
internal standard. The developed method was successfully applied to both the
simultaneous separation active compounds of these drugs and individual
determination for their commercial pharmaceutical doses.

Keywords: Sulfonylurea, thiazolidinedione, pK,, potentiometric titration, HPLC,
Yasuda-Shedlovsky equation, pharmaceutical dosage forms, method validation.

2013, 127 pages
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1. GIRIS

Diyabet, tiptaki adi1 ile Diabetes mellitus, ve onunla ayni risk faktorlerini paylasan
bulasic1 olmayan, kronik hastaliklar giinlimiizde O6nemli bir saghk sorunu
olusturmaktadir. Her yil diinyada 8 ile 14 milyon insan diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve kronik solunum yolu hastaliklar1 gibi diger kronik karmasik
hastaliklar nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Yasam tarzindaki hizli degisim ile
birlikte gelismis ve gelismekte olan toplumlarin timiinde 6zellikle tip 2 diyabetin
goriilme siklig1 hizla yiikselmektedir. 2009 sonu itibari ile tiim diinyadaki diyabet
niifusu 285 milyon iken bu saymin 2030 yilinda 438 milyona ulagmasi
beklenmektedir (Anonymous, 2009). Sekikawa ve LaPorte, (1997)’ye gére bunun
baslica nedenleri, niifus artis1, yaslanma ve kentlesmenin getirdigi yasam tarzi
degisimi sonucu obezite ve fiziksel aktivitenin azalmasidir. Bu yiizden diinyanin her
yerinde, diyabetin tan1 ve etkin tedavisine her gegen giin daha fazla ihtiyag

duyulmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii, Uluslararas1 Diyabet Federasyonu ve diyabet ile ilgili diger
kuruluslar, diyabet ve komplikasyonlarinin dnlenmesi, diyabetli insanlara daha iyi
saglik olanaklarinin sunulmasi, yasam kalitelerinin yiikseltilmesi ve erken oliimlerin
azaltilabilmesi icin iiye iilkeler ve sivil toplum orgiitleri ile birlikte yogun caba

harcamaktadirlar (Anonim, 2011).

Bu c¢alismada tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan siilfoniliire ve tiyazolidindion
grubu ilaglarin bazilarinin iyonlasma sabitleri, su-tetrahidrofuran ikili karisimlarinda
potansiyometrik yontem ve sivi kromatografik yontemlerden yararlanilarak tayin
edilmistir. Calismada siilfoniliire grubundan glimepirid, gliklazid, glibenklamid,
glipizid; tiyazolindion grubundan ise, rosiglitazon maleat ve pioglitazon HCl
secilmistir. Ilaglarm iyonlasma sabitlerinin tayininde bu ydntemlerin secilmesi, her
iki yontemin de su-organik ¢oziicii ikili karisimlarinda uygulanabilmesidir.
Yontemler organik ¢oziiciiniin ilavesi ile suda c¢oziniirliigii az olan ilag aktif
maddelerinin yeterli ¢oziiniirliigii saglanarak uygulanabilmektedir. Iyonlasma
sabitleri su-organik ¢oziicii karisiminda organik ¢6ziicii yiizdesi degistirilerek farkli
organik coziicii ylizdeleri icin tayin edilebilmekte ve gerek c¢oziicii 6zellikleri ve

gerekse ekstrapolasyon yontemleri kullanilarak bilesiklerin sudaki pK degerleri



hesaplanabilmektedir. Kromatografik yontemde iyonlasma sabiti tayininde pH’nin
kapasite faktorii tizerinde etkisi incelenmektedir. Bu asamada elde edilen verilerin
yorumlanmasi ile iyonlagma sabitleri tayin edilen bilesikler i¢in sivi kromatografik

ayirmada optimize edilebilmektedir.

1.1. Diyabetin Tanim ve Tam Kriterleri

Diyabet, pankreasin yeterli miktarda insiilin hormonu iiretmemesi veya iirettigi
instilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasindan kaynaklanan kronik
ilerleyici bir hastaliktir. Insiilin, pankreas tarafindan salgilanan ve glikozun kandan
hiicrelere gecisini diizenleyen en Onemli hormondur. Pankreas yeterli insiilin
iiretmediginde ya da lretilen insiilinin kullanilamamasi durumda besinlerle alinan
glikoz ve diger besin unsurlari, ihtiya¢ duyan hiicrelere ulasmaz. Hiicrelerde glikoz
eksikligi s6z konusu iken, kanda glikoz normal degerlerin {istliine ¢ikarak “zehir”

etkisi yaratir (hiperglisemi) ve viicudun hiicrelerini tahrip eder.

Diyabetin komplikasyonlarindan korunmak i¢in erken tani sarttir. Tan1 igin asagida
verilen {i¢ yontemden biri kullanilabilir (Gavin vd.,1998; Anonymous, 1999; Genuth
vd., 2003).

1. Aclik plazma glikoz ol¢iimii, (APG): En az 8 saatlik gece boyu aglig1 takiben
plazma glikoz (PG) diizeyinin Olgiilmesi, halen en fazla kabul géren ve pahali
olmayan yaklagimdir. APG diizeyi 126 mg/dL veya iizerinde ise, diyabet tanisi
konulur. 45 yasindan itibaren 3 yilda bir APG diizeyi dl¢giilmelidir.

2. Rastgele PG: Alternatif olarak diyabet semptomlari (poliiiri, polidipsi) varhiginda
rastgele bir zamanda o6lgiilen PG diizeyinin 200 mg/dL veya iizerinde olmasi da

diyabet tanis1 koydurur.

3. Oral glikoz tolerans testi, (OGTT): Diyabet riski yiiksek kisilerde OGTT yapilmast
gerekir. Bunun igin 75 gram glikozlu sivi igirildikten 2 saat sonra kan glikoz

diizeyinin 200 mg/dL veya iizerinde olmasi tan1 koydurur.

Hastaligin ortak sonucu olan kan sekeri yiiksekligi (hiperglisemi) kontrol altina
alimamazsa, zaman i¢inde diyabetin kronik komplikasyonlar1 olarak kabul edilen

korliik, bobrek yetmezligi, periferik ve otonom ndropati gibi mikrovaskiiler



diizeydeki problemlerden kaynaklanan sorunlara yol acar. Diyabetin varligi, ayrica
diyabete 6zgli olmayan koroner kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar ve
periferik damar hastaliklar1 gibi makrovaskiiler sorunlarin daha erken yaslarda ortaya
cikmasina ve daha agresif seyretmesine de neden olabilir. Boylece diyabet, hastalarin
yasam kalitesini diislirdiigii gibi yasam siiresini de bes ile on yil arasinda

kisaltmaktadir (Anonymous, 2003).

1.2. Diyabetin Siniflandirilmasi

Diyabet, klinik bulgulara gore tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, spesifik nedenlere baglh
diyabet ve gestasyonel diyabet olmak iizere baslica dort tipte goriillmektedir.

2 ¢

1- Tip 1 Diyabet: “Cocukluk ¢aginda baslayan diyabet”, “juvenil diyabet”, veya “tip
1 Diabetes Mellitus (TIDM)” olarak adlandirilan bu hastalikta, insiilin yapimindan
sorumlu pankreas beta hiicrelerinin ¢ogunlukla sinir merkezi kaynakli harabiyetine
bagl olarak mutlak insiilin eksikligi vardir. Insiilin yetersizligi s6z konusu
oldugundan hastalara insiilin hormonu disardan (enjeksiyon yoluyla) verilir. Bu
nedenle tip 1 diyabet, “Insiiline Bagimli Diyabet” olarak da isimlendirilmektedir.
Diyabet hastalarmin %5-10’u, tip 1 diyabetlidir (Anonymous, 1985; Gavin vd.,
1998).

Tan1 sirasinda hastalarin agiz kurulugu, ¢ok su i¢me, sik idrara ¢ikma, siirekli aclik
hissi, kilo kaybi, bulanik gérme, yorgunluk ve halsizlik gibi yakinmalari vardir. Bu
yakinmalar ¢ogunlukla son birka¢ giin ya da birka¢ hafta iginde ortaya ¢ikar. Son
yillara dek diyabetin bu tipi yalnizca cocuklarda goriilmekte iken giliniimiizde
yetigkin yaglarda da goriilmeye baslamistir. Tip 1 diyabet olgularinin yarist 15
yasindan sonra ortaya c¢ikmaktadir. Erigkin yasta (genellikle 25 yagindan sonra)
gortilen tip 1 diyabet formu da bulunmaktadir (Anonim, 2011).

2- Tip 2 Diyabet: Tip 2 diyabette pankreas beta hiicreleri, insiilin iretir; ancak
tiretilen insiilin hedef dokularda etkili olarak kullanilmaz. Tip 2 diyabet, “Tip 2
Diabetes Mellitus (T2DM)”, “Insiiline Bagimli Olmayan Diyabet” veya “eriskin tipi”
diyabet hastalig1 olarak bilinir ve genellikle 40 yasin iistiinde goriiliir. Eriskin tipi
diyabet hastaligi, tiim diinyada tan1 konulan diyabet vakalarinin % 90’dan fazlasini
olusturur (Anonymous, 1985; Gavin vd., 1998). Yakimalar tip 1 diyabete
benzemekle birlikte daha hafiftir. Bu sebeple hastalik gergcek baslangicindan yillar

3



sonra (ortalama 5 yil sonra) fark edilir. Son yillarda obezitenin ¢ocukluk ¢aginda da
artmasi ile birlikte cocuk ve ergenlik cagda da tip 2 diyabet goriilmeye baslamistir.
Gelismis iilkelerde 15 yas altinda goriilen diyabet vakalarinin yarisina yakininin tip 2

diyabet oldugu bildirilmektedir.

3- Spesifik Nedenlere Bagli Diyabet: Bunlar nadir diyabet formlaridir (Anonymous,
1985). Diyabetlilerin %1’den azin1 olustururlar. Asagida listelenen hastaliklar bu tip
diyabete yol agar: Beta hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina bagl genetik defektler,
insiilin etkilerinde bozulmaya yol acan nadir genetik defektler, ekzokrin pankreas
hastaliklari, endokrinopatiler, ilag ve kimyasal ajanlara bagli gelisen diyabetler,
enfeksiyonlar, immun kaynakli nadir diyabet formlar1 ve diyabetle birlikte

goriilebilen baz1 genetik sendromlar bu tip diyabete yol acar (Anonim, 2011).

4- Gestasyonel Diyabet: “Gestasyonel Diabetes Mellitus; GDM” olarak da bilinir ve
ilk kez gebelik sirasinda ortaya c¢ikan diyabet formudur. Gebeliklerin % 2-4’tinde
GDM goriilmektedir (Anonymous,1985; Gavin vd., 1998). Belirtileri genelde tip 2
diyabete benzer. Ancak gebelik sirasindaki rutin taramalar nedeniyle genellikle
semptomlar fark edilmeden once tani konulur. GDM, dogumdan sonra genellikle
diizelir; fakat sonraki gebeliklerde tekrarlama riski yiiksektir (yaklasik % 50). Ayrica
GDM o6ykiisii olan kadinlarin ileriki yasamlarinda tip 2 diyabetli olma riski, % 80’e
kadar varmaktadir (Anonymous, 1994). Bu sebeple GDM tanis1 almis kadinlarin
dogum sonrasinda prediyabetik olarak kabul edilip koruma programina alinmalari

gereklidir (Anonim, 2011).

1.3. Diyabetin Tedavi Yontemleri

Diyabet tedavisinde kan glikoz diizeylerinin normale yakin diizeylere diisiiriilmesi
esastir. Bunun yani sira kilo kontrolii ve kan basinci, lipid diizeyleri gibi diger bilinen
risk faktorlerinin de kontrol edilmesi gereklidir. Ayrica komplikasyonlardan

korunmak i¢in sigaranin birakilmasi da saglanmalidir.

Diyabet, uzun siireli ila¢ kullanimin1 gerektiren hastaliklardan biri oldugundan bu tiir
tedavide yararlanilan ilaglarin yan etkilerinin ¢ok daha az olmasi zorunlulugu vardir

(Mentese, 2007).



Tip 1 diyabette kullanilabilecek tek hipoglisemik ilag, insiilindir (Kayaalp, 2002).
Tip 2 diyabetli bir hastanin tedavisine ise, dncelikle diyet ve egzersiz ile baslanir.
Ancak buna ragmen kan sekeri yiiksek ve diismiiyorsa, ila¢ tedavisine baslanir.
Tedavinin genellikle yasam boyu siirmesi gerektiginden bu ilaglarin agizdan alinmasi

onemli bir avantajdir.

1.4. Diyabette Kullanilan Oral flaclarin Siiflandirilmasi

Agizdan alinan diyabet ilaglar1 pankreastan insiilin salinimini arttirarak kan sekerinin
diismesini saglar. Bu nedenle tip 2 diyabette ilag tedavisi glinlimiizde giderek dnem
kazanmaktadir. Bu amagla kullanilan ilaglar 5 sinifta incelenir (Katzung vd., 2009).
1-Insiilin Salgilatic Tlaglar
i-Stlfoniliireler:
e tolbutamid, klorpropamid, tolazamid, asetohekzamid, glibornurid,
glibenklamid, gliklazid, glimeprid, glipizid
1i-Glinidler (Meglitinidler):
e repaglinid, nateglinid
2- Insiilin Duyarlastirici Ilaglar
i-Biguanidler:
e buformin, metformin, fenformin
ii-Tiyazolidindionlar (Glitazon):
e troglitazon, pioglitazon, rosiglitazon
3-Alfa Glukozidaz Inhibitérleri:
e akarboz, miglitol
4- Inkretin Mimetik Ilaglar:
o eksenatid, liraglutid, vildagliptin, sitagliptin, saksagliptin
5- Amilin Analoglart:

e pramlintid

1.5. Siilfoniliire Grubu Ilaclar

Stlfoniliireler, kimyac1 Marcel Janbon ve meslektaslar tarafindan, 1942 yilinda bir
stilfonamid olan 2-(4-aminobenzen-siilfonamido)-5-izopropil tiyadiazol bilesiginin
tifolu hastalarda kullanilmasi sirasinda hem yapisal anlamda siilfoniliirelerle birbirine

benzemeleri nedeniyle hem de hipoglisemik etkisi nedeniyle fark edilmistir (Jambon



vd., 1942). Orjinal bilesigin benzen halkasindaki amino grubunun uzaklastirilmasi ve
heterosiklik azot halkasinin agilmasi ile hipoglisemik etkisi arttirilabilmis; yan
etkileri azaltilabilmistir. Bunlar birinci kusak siilfoniliirelerdir. Yillar sonra
molekiildeki baz1 degisikliklerle, daha kiigiik dozlarda etkili olabilen, daha uzun etki
stiresine sahip ikinci kusak siilfoniliireler elde edilmistir (Marchetti ve Navalesi,
1989). Siilfoniliireler, ilk kez 1958 yilinda tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Patlak, 2002).

Siilfoniliireler, etkinliklerine ve yan etkilerine gore birinci kusak ajanlar ve ikinci

kusak ajanlar olmak tizere siniflandirilirlar.

Birinci kugak ajan siilfiiniliireler:

J asetohekzamid
o klorpropamid
. tolbutamid

. tolazamid

Ikinci kusak ajanlar siilfiiniliireler:

o glimepirid
o glipizid
o gliklazid

o glibenklamid (gliburid)
o glikuidon

1.5.1. Siilfoniliirelerin kimyasal yapisi

Kimyasal olarak iirenin bir azotuna arilsiilfonil grubu; diger azot atomuna genellikle
molekiiliin lipofilik 6zelligini belirleyen alkil, alisiklik, heterosiklik vb. yapilarin

baglanmasi ile olusan iire tiirevleridir (Tyagi vd., 2010).

Biitiin siilfoniliireler, S-fenil siilfon {ire yapisini tagirlar. Fenil halkasmin para
konumundan (R1) ve ugtaki azot atomundan (R2) baglanan farkli molekiiller ile

degisik siilfoniliire bilesikleri olusturulur (Sekil 1.1).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Azot
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Sekil 1.1. Siilfoniliirelerin genel yapist

Benzen halkasina para konumunda bagli olan metil, amino, asetil, klor, brom, iyot,
metiltiyo, triflormetil gruplarmin (R1) hipoglisemik aktiviteyi gelistirdigi
bilinmektedir. Cizelge 1.1°de yaygin olarak kullanilan siilfoniliirelerin kimyasal

yapisi verilmektedir.

Cizelge 1.1. Yaygin kullanilan siilfoniliirelerin kimyasal yapisi
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p-(B-arilkarboksamidoetil) substitiienti iceren ikinci kusak ajanlar, birinci kusak
ajanlara gore daha etkilidirler. Bu tiirevlerin yliksek aktivite gostermesinin nedeninin
substitiientin azot atomu ile siilfonamidin azot atomu arasindaki uzaklik olduguna
inanilmaktadir (Tyagi vd., 2010). Bu bilesiklerde substitiientin amit azotu ile
stilfonamit azotunun mekansal iligkisinin onemli oldugu diisiiniiliir. Ugtaki iire
azotuna bagli grup belirli biiyiikliikkte olmalidir. N-etil tlirevleri, diisik diizeyde
aktivite gosterirken; N-metil tiirevleri genellikle aktif degildir. 12 veya daha fazla
karbon igeren N-substitiienti bulunduran bilesiklerde bilesik aktivitesini kaybederken
en uygun aktivitenin 3 ile 7 karbon atomu igeren N-substitiient bilesiklerinde
bulundugu goriilmiistiir. Baz1 aktif bilesikler, uctaki azot iizerinde 5,6 ya da 8 iiyeli

alisiklik halka icerirken digerleri heterosiklik halka igerir (Tyagi vd., 2010).

1.5.2. Siilfoniliirelerin etki mekanizmasi ve farmakolojisi

Siilfoniliireler, uzun yillar boyunca tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmis en eski oral
antidiyabetik ilaglardir. Etkilerini pankreastaki [-hiicreleri iizerindeki &zel
reseptorlere (ATP-bagimli potasyum kanallari) baglanarak pankreastan insiilin
salgilanmasin1 arttirarak gosterirler. Siilfoniliireler, insiilin biyosentezi yapmazlar;
sadece depolanmis olanin salinimimi azaltirlar. Bu yiizden tiim siilfoniliireler,
etkilerini gosterebilmek icin insiilin salgilama kapasitesi olan bir pankreasa ihtiyac
duyarlar ve tip 1 diyabet tedavisinde kullanilmazlar (Turfaner, 2007). Bu gruptaki
ilaglarin agag1 yukari hepsi kan sekerinde 60—70 mg/dL’lik azalma saglarlar. UKPDS
(United Kingdom Prospective Diabetes Study) caligmalarinda bu ilaglarin etkisinde
zamanla bir azalma meydana geldigi (sekonder yanitsizlik) belirtilmistir (Turner,
2007). En belirgin yan etkileri hipoglisemidir. Diger sik goriilen yan etki ise ortalama
2-5 kg civarinda kilo alimidir. Siilfoniliireler, proteinlere baglandiklarindan diger
ilaglar ile etkilesim gosterebilirler. Siilfoniliireler, genellikle karacigerde metabolize
edilir. Birinci kusaklar bobrekten; ikinci kusaklar bobrek ve karacigerden safra ile
viicuttan disar1 atilir. Bu nedenle siilfoniliire tedavisi, karaciger ve bdbrek
yetmezliginde olumsuz sonuglar olusturur (Ayvaz ve Kan, 2010). Siilfoniliireler, tek
baslarina kullanildiklarinda hastalarin yaklasik %10’unda kan sekerinin etkin bir
bicimde kontrol edilmesi i¢in yetersiz kalirlar. Silfoniliireler ile yapilan tedaviye,

metformin, tiyazolidindionlar ve hatta insiilinin eklenmesi gerekebilir.



1.6 Tiyazolidindion Grubu Ilaclar

1982 yilinda Takeda firmasi arastirmacilari, genetik olarak obez ve diyabetik
hastalarda insiilin direncini azaltict etki gdsteren Ciglitazon maddesini
sentezlemislerdir. Ciglitazonun insiilin-direngli kobaylar {izerinde yapilan denemeler
sonucunda kan glikozunu ve trigliserid basamaklarini diistirdiigii; fakat diyabetik

olmayan kobaylarda hipoglisemik etki gostermedigi saptanmistir (Kirpi, 2007).

Daha sonra, 1997 yilinda Japon ilag sirketi Sankyo tarafindan bu tiir bilesiklerin bir
baska 0rnegi olan Troglitazon bilesigi sentezlenmis; Amerika Birlesik Devletleri ve
Japonya’da yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir (Lesyk ve Zimenkovsky,
2004). Troglitazon, kullanimina baslandiktan sonra karaciger toksisitesi nedeniyle 22
Mart 2000°de piyasadan cekilirken, Amerika Birlesik Devletlerinde Gida ve Ilag
Dairesi tarafindan 1999 yilinda Tip 2 DM tedavisi i¢in onaylanan tiyazolidindion
grubunun diger iiyeleri olan rosiglitazon ve pioglitazonun klinik kullanimina devam
edilmistir (Kendall, 2006). Ancak bu ilaglar1 kullanan bazi hastalarda gogiis agrisi ve
kalp krizi riskinin artmasma karsi 2006 yilinda Gida ve llag Idaresi uyarida
bulunmustur. 24 Eyliil 2010 tarihinde ise, Saglik Bakanlig1 tarafindan “rosiglitazon”
etken maddesini igeren ilaglarin kalp krizi ve felg riskini artirdig1 gerekgesiyle ilacin
geri ¢ekilmesi, ithalatinin, {iretiminin ve satisinin durdurulmasi islemi uygulanmistir

(IEGM, 2011).

2,4-Tiyazolidindion tiirevlerinin sentezlenmesi ve aktivitelerinin Ol¢iilmesi iizerine
yapilan c¢alismalar incelendiginde son yillarda bu tiir bilesiklerin antidiyabetik
ilaglarin tiretiminde son derece etkin bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir (Lesyk ve

Zimenkovsky, 2004).

1.6.1. Tiyazolidindionlarin kimyasal yapisi

4-tiyazolidinonlarin (Sekil 1.2) 2-konumuna oksijen atomu baglanmasiyla; 2,4-
tiyazolidindion grubu (Sekil 1.3), olusmustur (Kirpi, 2007). Metwally vd. (2004),
2,4-tiyazolidindionlarin heterohalka yapisinda kiikiirt atomu icermesiyle Onemli
biyolojik ve fizyolojik aktivite sahip oldugunu; bunun nedeninin karakteristik olarak

N-C-S grubuna sahip olmalarindan kaynaklandig1 belirtmektedir (Kirpi, 2007).
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Sekil 1.2. Tiyazolidinon halkasinin numaralandirilmasi (Kirpi, 2007)
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Sekil 1.3. 2,4-Tiyazolidindionlarin genel yapisi

Ana halka antidiyabetik etkiden sorumlu halkadir ve bu halka {izerinde yapilan
substitlisyonlar  antidiyabetik  etkinlikten ¢ok, ilacin farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zelliklerini degistirmektedir (Sen, 2006). Yaygin olarak kullanilan

tiyazolidindionlarin kimyasal yapis1 Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Yaygin kullanilan tiyazolidindionlarin kimyasal yapisi

R4

Bilesik Ad1 R R»

CH,

Rosiglitazon | N NN —H
(L
Pioglitazon | —H
\ (6]

Lesyk ve Zimenkovsky (2004), 2,4-tiyazolidindionlarin ilag hammaddesi olarak

kullanilabilmesi nedeniyle 20. yilizyilin baglarindan itibaren farmasétik kimyacilar

tarafindan iizerinde 6nemle durulan bir konu haline geldigini ve biyolojik aktiviteye
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sahip bilesiklerin modellenmesinde 4-tiyazolidinon yap1 iskeletinin kullanilmasinin

biiyiik bir ¢esitlilige yol actigini belirtmistir (Kirpi, 2007).

Lesyk ve Zimenkovsky (2004), en basit ve temel tiyazolidinon tiirevlerinden birisi
olan 2,4-tiyazolidindion bilesiginin, radyo dalgalarindan koruyucu reaktif olarak
kullanildigin1 ve bu bilesikte tiyazolidin halkas1 {izerinde gerceklestirilen
degisikliklerin farmokolojik aktivite ¢esitliligini Onemli Olgiide arttirdigim
belirtmistir. Bu bilesigin amid tiirevleri incelendiginde antidiyabetik aktiviteye sahip

oldugu saptanmustir (Kirpi, 2007).

1.6.2. Tiyazolidindionlarin etki mekanizmasi

Tiyazolidindionlar insiilin salinimini etkilemeksizin kas, yag dokusu ve karacigerde
instilin duyarliligim1 artiran ilaglardir. Bu etkilerini, adipogenezisde 6nemli rol
oynayan niikleer reseptdr, peroksizom proliferator aktive edici reseptér gama
(PPAR-y)’nin selektif aktivasyonu ile yaparlar. PPAR-y, bir hiicre reseptoridiir ve
adipoz (yag) doku, iskelet kasi, karacigerde bulunur. PPAR-y, insiilinin aracilik ettigi
glikoz alim mekanizmalarinin diizenlenmesini saglar. Tiyazolidindionlar, PPAR-
y’nin etkilerini aktive ederler. Biitiin tiyazolidindionlar, karacigerde metabolize
olurlar. Tiyazolidindionlar baslica safra yolundan digkiyla atilirlar. Bu yiizden bobrek
yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasma gerek yoktur (Riddle, 1999; Zinman,
2001; Mudaliar ve Henry, 2001; Nesto vd., 2003; Mentese, 2007). Ac¢lik plazma
glukozunu, 25-55 mg/dL; Alc’yi % 0,5-1,4 diizeyinde dusiiriirler. Tiyazolidindionlar
stvi retansiyonuna ve Odeme neden olabilirler, bu nedenle kalp yetmezligi
hastalarinda  kullanilmalari, 06zellikle de insiilinle birlikte kullanilmalari
onerilmemektedir. Diger yan etkiler, arasinda anemi, kilo alimi, hepatotoksisitedir.
Tiyazolidindionlar, New York Kalp Cemiyeti’nin kriterlerine gore evre I-1V
konjestif kalp yetersizligi olan hastalarda, kronik agir bobrek yetersizliginde,
gebelikte, TIDM’de, makula 6demi riski bulunan kisilerde kullanilmamasi
onermistir. Yapilan bir meta analizde rosiglitazonun miyokard enfarktiisii riskini 1,43
kat; kardiyovaskiiler 6liim riskini ise 1,64 kat arttirdigi goriilmistiir. Bu nedenle
koroner arter hastalig1 olan diyabetiklerde rosiglitazon kullanilmamalidir (Ayvaz ve
Kan, 2010).
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1.7. Siilfoniliire ve Tiyazolidindion Grubu ilaclarin Iyonlasma Sabitleri

llaglarin gogu, kimyaca zayif organik asit veya baz niteliginde olan maddelerdir.
Zayf asit ve bazlarin sulu ortamda iyonize olma oranlari, ortamin pH’s1 ve ilacin pK,
degeri ile ilgilidir. Bu iki deger ile ilacin iyonize olma orami arasindaki iliski

asagidaki Henderson-Hasselbach denklemi ile gosterilir.

[Iyonize olmamis ilag]

Asitler i¢in: log = pKq-pH (1.2)
[Tyonize ilag]

[Iyonize olmamis ilag]

Bazlar i¢in: log = pH- pK, (1.2)

[Tyonize ilag]

pK,, belirli bir ilag igin sabit olan bir sayidir. Asitler i¢in iyonizasyon sabitesinin
(Kg’nin) negatif logaritmasi olarak tanimlanir (pK; = -log Kj). Yukaridaki
formiillerden anlasilabilecegi iizere, pK,, ilag molekiillerinin ylizde 50’sinin iyonize

oldugu durumdaki pH degerine esittir.

Ilacin pK, degeri, viicut sivilarinin pH’sine yakinsa, pH’deki ufak bir degisme ilacin
iyonizasyon derecesinde biiylik bir degisiklik yapar. O halde pK, 6 ile 9 arasinda
olan (o6zellikle 7 ile 8 arasinda olan) ilaglarin iyonizasyon derecesi, viicut sivilarinin
cogunun pH degeri 7,4 civarinda olduguna gore, bu degerdeki ufak degismelerden

fazla etkilenir (Kayaalp, 1984).

Siilfoniliireler, siilfonil grubu ile azottaki yalmz elektron ¢iftinin delokalizasyonu
nedeniyle zayif asit 6zelligi gosterirler. pK, degerleri diger zayif asitler gibi yaklasik
5,0°dir (Sekil 1.4). Joseph ve Hage (2010), siilfoniliirelerin pK, degerini 5,2—6,2

olarak vermistir.

0 0 (0] (@] (0] 0
N A4
S\ /R2 S\ B /RZ
R Ry
Sekil 1.4. Siilfoniliirelerin iyonlasma davranist
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2,4-Tiyazolidindionlarin asitligi, tiyazolidindion halkasinda N iizerindeki hidrojen
atomunun  iyonlagsmasindan  kaynaklanir.  Kozlowski vd. (2002), 24-
tiyazolidindionlarin pK, degerini 6,59+0,03 olarak vermistir. SPARC programi ile
pK,degeri 2,4-tiyazolidindionun 6,42 olarak bulunmustur (Sekil 1.5).

O 0
HN——C\// N‘——C//
—_— + H*
40/ CH, <—— /c/ \CH2
(0] \S/ o= \S/

Sekil 1.5. 2,4-Tiyazolidindionlarin iyonlagma davranisi

1.8. Su-Organik Céziicii ikili Karigimlarinda iyonlasma Sabitleri Tayininin
Onemi
Iyonlasma sabiti, bir molekiiliin iyonlasma davranisin1 belirlememizi saglayan temel
parametredir. Iyonlasma sabitinin tayini i¢in su ortamu, bilesigin ¢oziiniirliigiiniin
yeterli gelmesi durumunda 6ncelikli ortamdir. Tyonlasma sabitlerinin su ortamindaki
tayinleri, bilesigin sudaki ¢oziiniirliigiiniin az olmasi durumunda su-organik ¢oziicii
ikili karisimlarinin kullanilmasini zorunlu kilar. Biyolojik ortamlarin susuz ortamlara
benzemesi nedeniyle, susuz ve su-organik ¢oziicii ortamlarinda yapilan pK,

tayinlerinin 6nemi giiniimiizde daha da artmaktadir.

Su-organik ¢oziici ikili karisimi, hem fiziksel (dielektrik sabiti, yogunluk, viskozite)
hem de kimyasal (asit-baz ve akseptor-donor ozellikleri) olarak tamamen farkli
¢coziicii Ozelligi gostermesi bakimindan oldukca ilgingtir. Coziicliniin 6nemli bir
ozelligi asit-baz 6zelligi ile ilgilidir. Coziicli yapisinin asit baz kuvveti igin dnemlidir.
Coziiclinlin polaritesi kadar afinitesi veya baska bir deyisle ¢oziiclinlin proton dondr
ve proton akseptorliigii ozellikle 6nemlidir. Bunun yaninda maddenin iyonlasma
derecesi ¢oziicliniin dielektrik sabitine baghdir. Ortamin dielektrik sabiti yiiksekse
kuvvetli iyonlagsma, dielektrik sabiti diisiikkse daha az iyonlagma goriiliir. Ortamin
dielektrik sabiti, farkli polaritedeki ¢oziiciilerin orani ile degisebilir. Ayn1 zamanda
¢ozilinen asitlerin ve bazlarin kuvvetini degistirebilir. Wrobel ve Chmurzynski (2000)
¢ozme kapasitesinin artmasinin, titrasyon esnasinda indikator renk degisiminin
keskinliginin artmasi ve daha uygun asit-baz titrasyon egrisi vermesi nedeniyle su-
organik ¢oziicii karisimlarinin tek ¢oziiciiden daha kullanish oldugunu belirtmistir

(Colak, 2011). Giiltepe (2004) c¢oziicii etkisinin yorumlanmasinda, c¢oziici
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bilesiminin dielektrik sabitinin degisiminden kaynaklanan elektrostatik yiik
etkilerinin ¢ok az 6nemli oldugunu ve ¢ozilinen-¢oziicii etkilesmelerinin daha 6nemli
oldugu ileriye siirmektedir (Alkan, 2007). Bu nedenle, bu c¢alismada bulunan
iyonlagma sabitlerinin degerlerinin su-organik ¢oziicii bilesimi ile nasil degistigi de

incelenmistir.

Iyonlasma sabitlerini tayin etmek icin ¢ozeltideki denge durumunu bozmadan,
dengedeki tiirlerin aktivitesini, derisimini veya ¢ozeltinin herhangi bir 6zelligini
dlcen fiziksel yontemler kullanilir. Iyonlasma sabitlerinin tayininde, potansiyometrik
yontemler, spektroskopik yontemler, elektroforetik yontemler ve sivi kromatografik
yontemler kullanilmaktadir. Bu c¢alismada iyonlasma sabitlerinin tayininde

potansiyometrik ve sivi kromatografik yontemler kullanilmistir.

1.9. Potansiyometrik Yontemle Iyonlasma Sabiti Tayini

Akim gegmeyen elektrokimyasal bir hiicrede indikator elektrodun referans elektroda
kars1 gosterdigi potansiyelinin 6l¢iilmesi, dlgiilen potansiyelden yararlanilarak da
icindeki maddenin konsantrasyonunun tayin edilmesi prensibi iizerine kurulmus olan
metotlar topluluguna potansiyometri veya potansiyometrik analiz yontemleri denir.
20. ylizyilin bagindan beri potansiyometrik teknikler, titrimetrik analiz yontemlerinde
donim noktasinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu metot, renkli ve renksiz
biitiin maddelere uygulanabilmektedir (Skoog vd., 1998). Iyonlasma sabiti
Olgimlerinde kullanilabilecek en kolay ve basarili yontemlerden biri olan
potansiyometride kullanilan cihazlar, genelde basit ve ucuz cihazlardir. Baslica 3

kisimdan olusur;

1) Referans elektrot (sabit potansiyel)
2) Indikatér elektrot (degisken potansiyel)
3) Potansiyel 6l¢me cihazi (potansiyometre).

Analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrotta, mevcut iyon veya iyonlarin
derisimine bagli olarak bir potansiyel degisimi meydana gelir ve bu potansiyel
degisimi Olgiilerek iyonlarin derisimleri tayin edilebilir. Titrasyonlar sirasinda denge
sabitleri sicakliga bagli oldugundan, sabit sicaklikta ¢alisilmali ve inert atmosfer
saglamak i¢in de azot akimi altinda c¢alisiimalidir (Alkan, 2007). Kullanilan

elektrodun kararli ve calisilan ortama uygun olmasi gereklidir. Son zamanlarda
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elektrot teknolojisindeki gelismeler tekrarlanabilirlik ve duyarligi yeterli hale
getirmistir.  Elektrot standardizasyonun yapilmamast durumunda elde edilen
iyonlagma sabitleri, yar1 notrallesme potansiyelleri olarak ifade edilir. Su ve su-
organik ¢oziicii ikili karigimlarda pH standardizasyonunun yapilmasi kosulunda mV
degerleri pH degerlerine doniistiiriilebilmekte ve mutlak pK,; degerleri

verilebilmektedir.

Farkli tepkimeler, cesitli elektrotlar kullanilarak, potansiyometrik Ol¢iimler ile
izlenebilir. Cesitli duyarliklar1 ya da segicilikleri olan elektrotlar kullanilarak titrantin
her bir ilavesinde ¢6zeltinin potansiyeli Olclilerek nicel analiz  yapilir.
Potansiyometrik titrasyonda her titrant eklenmesinden sonra olgililen gerilim degeri,
eklenen titrant hacmine karsi grafige gecirilerek potansiyometrik titrasyon egrisi
olusturulur. S seklinde olan potansiyometrik titrasyon egrisinde doniim noktasi,
egrinin egiminin en biiyiik oldugu noktadir. Doniim noktasinin titrasyon hatasini en
diisiik diizeyde tutacak bir bicimde belirlenebilmesi i¢in esdegerlik noktasi civarinda
titrant eklenmesi ¢ok kiigiik kisimlar halinde yapilmalidir. Potansiyometrik titrasyon
ile dogrulugu ve kesinligi yeterli sonuclar elde edilir. Potansiyometrik titrasyon
metodu, renkli, renksiz, denge veren veya tamamen dissosiye olan maddelerin

cozeltilerine uygulanabilir.

Cam elektrot, hidrojen iyonu tayininde bilinen en iyi indikator elektrottur. Genellikle
Ag/AgCI referans elektrotuyla kullanilir ve ortamda bulunan yiikseltgen, indirgen ve
gazlardan etkilenmez. Cam elektrotlarla, viskoz ve hatta yari akict numunelerin bir
damladan daha az miktarlarini igeren ¢ozeltilerinde bile pH tayin edilebilir (Giindiiz,
2002). Cam elektrotta membran olarak ince bir cam zar kullamlir (Sekil 1.6). H*
iyonlarina karsi segimlilik gdsteren cam elektrot, H' iyonlar1 derigimi 1-10 M
oldugu derisim araliginda Nernst esitligine uyar; Ol¢iilen elektrot gerilim degeri ile

pH arasinda dogrusal bir iligki vardir. Buradaki Nernst esitligi, asagidaki gibi verilir.
Ehicre = K -0,0592 pH (1.3)

Olgiim yapilmadan énce, olgiilecek pH degeri araligma uygun tampon ¢ozeltilerle
kalibre edilmesi gerekir. Bu elektrot, ¢cok asidik ¢ozeltilerde dl¢limlerde asit hatasi ve

cok bazik ¢ozeltilerde alkali hatas1 verir (Giindiiz, 2002).
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Asit-baz iyonlagsma sabitlerinin tayininde kullanilan iyon segici elektrot, cam
elektrottur. Bu titrasyonlarda esdegerlik noktasinda pH degerinde si¢rama, asitin
veya bazin kuvveti azaldik¢a yani pK, veya pKy, degerleri arttikga azalir. Derisimin

azalmasi durumunda da sigrama aralig1 azalmaktadir.

pH metreye baglanan
iletken kablo

dolgu deligi
o

| Ae/aga

referans elektrot

- re.ferans elektrot
ic gozeltisi

™ tuz kdpriisii

| —  ApCl kaph gliimiis tel

~ AgCl ile doymus 0,1M HCl

pH duyarh membran

Sekil 1.6. Kombine cam pH elektrodu

1.10. Potansiyometrik Yontemle Iyonlasma Sabiti Tayininde Kullanilan
Bagmntilar

1.10.1. Kuvvetli monoprotik asitler icin gran esitlikleri

V, hacminde derisimi C,olan bir kuvvetli monoprotik asiti, C, derisimindeki MOH

kuvvetli bazi ile titre edelim. Titrasyon esnasinda asit ¢ozeltisine ilave edilen baz ile
asitin bir kismu tepkimeye girer ve ayn1 zamanda hacmin artis1 nedeniyle geride
kalan asit derisiminde seyrelme olur. Cozeltide esdegerlik oncesi bolgede [H'],

asagidaki bagint1 ile hesaplanir.

Cava B Cbe

H']=
[H] V, +V,

(1.4)
Esdegerlik noktasindan ilerde ortamda baz fazlas1 vardir ve ortamda [OH ], asagidaki
bagint1 ile hesaplanir.

vab — CaVa

OH 1=
[ ] V, +V,

(15)
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Asitin bazla etkilesmesini ve anyonik tiir ile kuvvetli baz katyonunun derisimlerini

ifade edelim.

HA+MOH = M*"+A” +H,0

(1.6)
I AV
A 1=V, 1.7)
+1_ vab
[M™]= Vo1V, (1.8)

Burada C; ve Cy, asit ve bazin baslangi¢ derisimlerini; Va/(Va +Vy ) ile Vp/(V, +Vy )

gosterimleri, titrant ilavesi ile seyrelmeyi ifade eder. Yiik dengesini ifade edelim.

[H']+[M"]=[A"]+[OH"]

(1.9)
[M™] ve [A] min gdsterimlerini yiik dengesinde yerine koyalim
V, \V/
[H"]+ CoVy _ GV +[OH"] (1.10)
V,+V, V,+V,
Bu ifadeyi
(1.12)

A=[H"]-[OH]

yi vermek tizere diizenleyelim. Bir titrasyonda notrallesme kesri, asagidaki gibi ifade

edilir. ¢, notralize edilen asitin kesrini gosteren mol oranidir.

C,V, (1.12)
C.V

a - a

¢ab =

dap, titrasyonun baslangicinda 0; esdegerlik noktasinda 1 dir. Titrasyon siiresince Vy

ile degisir.

Esdegerlik noktasinda V=V oldugunu dikkate alarak notrallesme kesrini ifade
edelim ve V terimini ¢ekelim.

_ vaes

= 1.13
cV. (1.13)

¢ab
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(1.14)

Esdegerlik noktasini lineer bir iliski ile belirlemek istedigimizde 1.11 nolu esitligi A

cinsinden ifade ederiz.

C.Va —CpVy (1.15)

A=[H']-[OH ]==2t

Esitlik 1.13’de CaVa’ y1 V¢ Cpy Olarak ifade edelim.

Ao CbVe’v -C.V, (1.16)
V, +V,

1.17
A(Va+vb):Cb(Ves_Vb) ( )

Esitligin sol tarafinda bilinenler mevcuttur. Bu bagintida degisken, Vy,’ dir.

A(Va +Vb): vaes _vab (1'18)

A(VqtVy) ile Vy iliskisi lineerdir. Egim, —Cp, ve x eksenini kestigi noktada
Vb=V dir.

Bu esitlik, asidik bolgede A = [H']-[OH] ~ [H'] ve bazik bolgede A = [H']-[OH] =
[OH] yaklasimi ile diigiiniiliir. Asidik bolgede

A =[H']-[OH] ~ [H'] oldugundan A(V, +V,)=C,(V,, ~V,) gosterimi

H v, +V,)=c, (V. -V,) (1.19)
seklinde gosterilir. Bu bagint1 siklikla asagidaki sekilde verilir.

&= (Vo+ Vkonr) . 107" (asidik bolge) (1.20)
Esdegerlik 6tesi bazik bolgede A = [H']- [OH] ~ -[OH] oldugundan

AV, +V,)=C,(V,, —V, ) gosterimi (1.21)
~loH Vv, +V,)=C,(V,, -V, )veya (1.22)
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loH |V, +V,)=C, (V, V., )seklinde gésterilir. (1.23)

Bu son bagintiy1 biraz daha diizenleyelim.

[OH_kVa +V, )= Cb(vb _Ves) (1.24)
KSU
[HT](Va +V,)=C,(V, - V,,) (1.25)
(V. +Vy) _Cy(, _

H] K, Vs =) (1.26)

Bu ifadeler ilk defa Gran tarafindan kullanildigi i¢in Gran esitligi olarak bilinir
(Gran, 1952; Gran 1988). (V, +V,) /[H'] — V, iliskisi lineerdir ve x eksenini kesim
noktast Vp,=V dir. Bu bagint1 siklikla asagidaki sekilde ifade edilir (Levie, 1997).

&= (Vo+ Vkon) . 10" (bazik bolge) (1.27)
Bu bagntilar, karbonat hatasinin belirlenmesinde gerekli bagmntilardir.

1.10.2. Zayif monoprotik asitler icin gran esitlikleri

Bir HA tek protonlu zayif asitinin MOH kuvvetli baz ile titre edildigini diigiinelim.
Asitin iyonlasma sabiti K, olsun. Bu tip bir titrasyonda egri, baslangig, esdegerlik
oncesi, esdegerlik ve esdegerlik sonrasi bolgeler olarak diistiniiliir. Bilindigi gibi HA

asitinin iyonlagma dengesi,

HA &— H'+A (1.28)
dir. Bu dengeye ait asitlik sabiti

H™ |A°

Ka = [—H (1.29)
[HA]

dir. Monoprotik HA asidinin titrasyonunda esdegerlik 6ncesinde HA’nin

iyonlasmamis halinin derisimi agagidaki gibi hesaplanir.

CaVa _ vab

[HA] = V.1V, (1.30)
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Ayni sekilde [A] derisimi de asagidaki baginti ile hesaplanir.

131
a1= CoVe (131)
V, +V,
Bu iki esitligi kullanarak tampon bolgede hidronyum derisimini hesaplamak
istedigimizde
Ka(CaVa _vab)
[H+]= K. [HA] . (M. +V,) (1.32)
N C,V,
V. +V,)

bagintis1 elde edilir. Bu esitligi, Ve icin gerekli bagintimizi diisiinerek yeniden

diizenleyelim. Bagintida V¢ kullanarak hidronyum derisimi ifade edilir.

Ka(CaVa B Cbe)

K [HA] C,
He]- Al C.V, (1.33)
C:b
Ka Ves Vb
[H+]:(V—b) (1.34)

Goriildigl gibi monoprotik zayif asitlerin kuvvetli bazla titrasyonununda Gran
egrisinin esdegerlik oncesi bolgesi i¢in kalibrasyon fonksiyonu budur. Bu bagintiy

lineer fonksiyon olarak diisiinelim.

[H]. Vb = K, Ves —Ka Vp (y=a -mx) (1.35)

Burada degisken, Vj, ile gosterilen baz hacmidir. Vp nin katsayis1 egimdir. —Egim
bize K, y1 verir. y = 0 iken V¢ =V, dir. Bu fonksiyon x ekseninde ¢,, kullanilarak

da hazirlanabilir. 1.31 no’lu bagintiy1 terimleri gotiirecek sekilde diizenledigimizde,

PR ELACAACAT (1.36)
Cbe

[H+kbvb = KaCaVa - KaCbe (137)

olarak yazabiliriz.

Her iki tarafi asidin mmol sayisina (C,V;) bolersek bu durumda esitlik,
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[H+k:bvb — KaCaVa _ KaCbe

Cava Cava Cava (1.38)
B C,V, (1.39)
(pab - Cava
. + 1.4
[H }pab = Ka - Kaq)ab ( O)

dir. ¢4, Vb ile degisir ve esdegerlik noktasinda 1’dir. ¢,,= 0 oldugunda titrasyon

baslangi¢ noktasindadir. Bu fonksiyonda da egim yine — Kj’y1 verir. Esdegerlik
sonrasi bdlgede ise, ortamda kuvvetli baz hakimdir ve kuvvetli bazla ilgili Gran
fonksiyonu bu amagla kullanilir. Bu bagint1 protonlanmis zayif monoprotik bazik

tiirler (BH") i¢in de aynen uygulanur.

1.11. Grafiksel Yéntemlerle Iyonlasma Sabiti tayini

Yar1 notralizasyon metoduyla da asitlik sabiti hesaplanabilmektedir. Ancak yari
notralizasyon noktasindaki pH, sadece aktiviteleri ihmal etmesinden dolay1 degil
ayni zamanda hassas bir ol¢lim saglamadigl i¢in pKy’nin belirlenmesinde yeterli
degildir. Asitlik sabiti titrasyon egrisi iizerinde 7-10 nokta kullanilarak tercihen de
%10-90 aras1 iyonlagsma araliginda (pK, + 1 birim) hesaplanmalidir. Derisimi 0,01
M ¢ozeltiler igin pH=4-10 aralig1 disinda ya da 0,001M olan ¢ozeltiler i¢in pH=5-9
aralif1 disinda hidroliz etkileri i¢in diizeltmeler yapilmalidir. Tiim bu sorunlar
gidermek i¢in Benet ve Goyan, logaritmik olmayan dogrusal bagintilari igeren
grafiksel bir metot gelistirmiglerdir (Cookson, 1974). Genel ifade ile oncelikle

asagida verilen,
[H'] = Ka[(Ca+ 2)/(Ch- Z)] (1.41)
denklemini gelistirmislerdir. Burada Z, ylik dengesinden hareketle 6nerilmistir.

Z=[X]-[M] - [H]+[OH]

[X] = ilave edilen kuvvetli asidin konsantrasyonu,
[M] = ilave edilen kuvvetli bazin konsantrasyonu,
Ca = zay1f asidin baglangi¢ konsantrasyonu,

Cp = zayif bazin baslangi¢ konsantrasyonu,

dur. Zayif bazin kuvvetli asitle titrasyonunda C, = 0 oldugundan, bu bagint;
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Z=Cyo—KaZ/[H'] (1.42)

seklinde olur. Bu bagntiya gore Z / [H']’a kars1 Z degerleri grafige alinirsa, dogrusal
bir grafik elde edilir. Bu denklemde egim bize —K; degerini, kesim ise Cy, degerini
verir. Benzer sekilde zayif asidin kuvvetli bazla titrasyonunda Cp =0 oldugundan, bu

baginti;
Z=-Cy—Z[H]/K,4 (1.43)

seklinde olur. Bu bagimtiya gore Z[H']’a kars1 Z degerleri grafige alinirsa, dogrusal
bir grafik elde edilir. Bu denklemde egim bize —1/K, degerini, kesim ise —C, degerini

Verir.

Her iki durumda da pKinin dogrusal grafikten kolayca elde edilebilecegi
goriilmektedir. Metodun bir diger avantaji da hatali noktalarin diiz ¢izgi disinda

kalmasi ve goz ardi edilebilir olmasidir (Cookson, 1974).

Poliprotik asitlerin pK, tayininde kullanilan bagintilar monoprotik asitlerin pK,
tayininde kullanilan bagintilardan farklidir. Poliprotik asitlerde, olusum derecesi ya
da asidin anyonuna bagli ortalama proton sayisi olarak da ifade edilenn, asagidaki

gibi formiillendirilebilir.
7=( [HA?] + 2[H,AT + 3[HsA] ) / C (1.44)

Pay kisminda her bir tiire bagli protonlarin konsantrasyonlart hesaplanmistir. Payda
ise, toplam analitik konsantrasyon vardir. Esitlik 1.44 kullanilarak, 7, kesirli

ifadedeki terimler a cinsinden hesaplanabilir. Bu durumda;
n=o1+ 202+ 303 (1.45)
bagintisi elde edilir.

pH’ya karsi ¢izilen 7 grafigindeki egri olusum egrisi olarak bilinir. Olusum egrisi ilk
kez 1915’te kromun tiyosiyanat kompleksleri {izerinde calisan Niels Bjerrium
tarafindan gelistirilmistir. Poliprotik asitler i¢in yapilan matematiksel hesaplamalar
mononiikleer kompleksler i¢in yapilanlarla ayni olacak sekilde caligilirsa poliprotik

asitlerin olusum egrisi buradan hesaplanabilir.
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Ancak poliprotik asitlerin kuvvetli bazla titrasyonunda daha kullanigl olan bir bagka
metot kullanilabilir. pH’ya karsi cizilen, ayrigma derecesi ya da asitin verdigi
ortalama proton sayisini ifade eden 3-n (triprotikler i¢in) ya da 2-n (diprotikler i¢in)
degerlerinden olusan egri ayrisma egrisi olarak bilinir. Genel olarak poliprotik bir
asitin verebilecegi maksimum proton sayisi N olarak verilir ve ayrisma derecesi N-n

olarak ifade edilir.

Monoprotik bir asit i¢in; apya, olusum derecesi ya da anyona bagli ortalama proton
sayist oldugundan pH’ya karsi ¢izilen oya grafigi olusum egrisini vermektedir.
Benzer sekilde, ap =1 - aya ‘min ¢izilmesi ile olusturulan egri ayrisma egrisi olarak
tanimlanir. Burada aa, ayrisma derecesi ya da HA molekiiliiniin kaybettigi proton

sayisidir.

Ayrisma egrileri, pH’ya karsi1 bilinen o degerlerinin grafige gecirilmesi ile de kolayca

cizilebilir. Ornegin triprotik asitler igin kiitle denkligi,

ogtast+oar+toz=1 (1.46)

olarak ifade edilir. Esitlik 1.46 ve 1.45 birlestirilirse,
3-n =309+ 204 + 0y (1.47)

elde edilir. pH’ya kars1 3-n grafigi cizildiginde y ekseninde 0,5; 1,5 ve 2,5
degerlerine karsilik gelen pH degerleri pKai, pKaz Ve pKas degerlerini vermektedir.
Benzer sekilde diprotik asitler i¢inde,

2-n= 20(0 + (058 (148)
Bagintis1 elde edilir. pH’ya kars1 2-n grafigi cizildiginde y ekseninde 0,5 ve 1,5

degerlerine karsilik gelen pH degerleri pKa; ve pKj,2 degerlerini vermektedir.

1.12. Ekstrapolasyon Yontemleri ile Sudaki pK, Tayini

Asit ayrisma sabitleri (pK, degerleri) fonksiyonel gruplarin pH’ya karsi
iyonlagsmasini acikladigi 6lclide kullanish fizikokimyasal Ol¢timlerdir. Bilesikler su

ile karisabilen organik ¢oziicii i¢inde ¢oziinebilirse, su-organik ¢oziicii karigiminda
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goriinen pK, (psKa) degerlerini pH-metrik olarak belirlemek miimkiindiir (Avdeef,
1999).

Sudaki pK, degerleri, psK, degerlerinin sifir organik ¢oziicii igerigine
ekstrapolasyonu ile belirlenebilir (Avdeef, 1999). Farkli oranlarda ¢6ziicii-Su
karisimlarindan elde edilen pK, degerlerinin x (mol kesri) ya da 1/€ ile degisimini
veren dogrusal fonksiyonlar ekstrapole edilerek sudaki pK, degerlerine ge¢gmek
miimkiindiir (Narasimham, 2011). Saf sudaki pK, degerine ¢ok yakin pK, degerleri

veren ekstraplasyon yontemlerinden biri de Yasuda-Shedlovsky bagintisidir.
psKa +log[H20] = a/€ +b (1.49)

Burada;

psKa: Verilen ¢oziicii karisimindaki pK,

log[H,O] : Verilen ¢oziicii karisimindaki suyun molar konsantrasyonu
€ : Verilen ¢oziicii karisiminin dielektrik sabiti

a: Egim

b: Kesim

Bu esitlik geregi 1/€ degerlerine karsi (psKa +log[H,0]) degerleri grafige
gecirildiginde bir dogru elde edilir. Bu dogrunun ekstrapolasyon degeri bilesigin

sudaki pK; degerini vermektedir (Avdeef, 1999).

1.13. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografi kimyasal bir karisimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbiri ile
karigsmayan, hareket eden faz ile (gaz veya sivi) sabit (duran) (kat1 veya sivi) faz
arasindaki partisyon (dagilim) dengelerine dayanarak ayrilmasini ve ayni zamanda
bu maddelerin kalitatif ve kantitatif analizini saglayarak genis kullanim alani bulan
bir ayirma yontemidir (Ozden, 2011). Bu metodun temelinde, ayrilacak bilesenlerin
bu iki farkli fazda gosterdikleri davranis farkliligi yer almaktadir. Hamilton (1982)
ve Bidlingmeyer (1992)’e gore o6rnek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda
bazi1 fiziksel ve kimyasal etkilesimler olur. Analitin kolon boyunca hareket etmesi,

sabit faz ve hareketli faz arasindaki kimyasal ve fiziksel dengelerin, dagilimina
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baglhidir. Bunlar ¢o6ziiniirlik, elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik

etkilesimler ve hidrojen bag1 olusumu gibi olaylardir (Ozden, 2011).

Kolona ¢6ziiciiniin siirekli verilmesi, hareketli ve durgun faz arasinda siirekli madde
aktarimi yaparak, c¢ozlinen madde taneciklerini kolondan siiriikler. Numune
enjeksiyon sonrasinda kolona gelir ve numunenin bilesenleri kolonun iki fazi
arasinda dagilir. Kolona katilan hareketli faz numune taneciklerini iceren ¢oziicliyii
kolonda ilerlemeye zorlar. Bir sivida ¢oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon
icerisinde bulunan genellikle kati bir destek {izerindeki sabit faz ile farklh
etkilesmelere girerek, kolon icinde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik
zamanlarda terkederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz olan
stvi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirmadaha
kisa siirede ve tam olarak ger¢eklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan
uygun bir dedektorle tespit edilip miktariyla orantili olarak kaydedilir (Altunsoy,
2010). Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimlerinin uygun bir bigimde
oOl¢iiliip, zamana kars1 y-ekseninde isaretlenmesiyle olusan grafiklere “kromatogram”
denir. Bu grafikler hem kalitatif hemde kantitatif analiz i¢in kullanilir (Sekil 1.7).
Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune bilesenlerini tanimada kullanilabilir; pik

alanlar1 ise, her bir bilesenin miktarinin kantitatif bir 6l¢iistidiir (Skoog vd., 1998).

2
o

Zaman

o \I. b ¥ O 8 0

o it '530 IIOICLY O Oooo%oo A
Hareketli 3': (O 0 © ._.(. %)Cb QO o“oc
Faz ( ®, 5

N | \ . - ;
4 = @ sabit faz tanecikleri
@ Kuwetli tutunan analit

() Zayif tutunan analit

Sekil 1.7. Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi (Altunsoy, 2010)

Kiigiik dolgu maddeleri ile doldurulup yiiksek basing altinda bir kolonda yapilan

kromatografi tiirlerine yiiksek performans sivi kromatografisi denir. Hareketli fazin
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stvi oldugu, hareketli fazin sabit fazi igeren bir kolondan belirli bir basing

uygulanarak gegirildigi kromatografik sistemlerdir (Giindiiz, 2002).

HPLC sisteminde kullanilacak hareketli fazin se¢iminde, yiiksek derecede saflik,
dedektor ile uyumluluk, diisiik viskozite, 6rnegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert

olmast, uygun fiyat gibi 6zelliklere dikkat edilmelidir.

Hamilton (1982), White (1990), Bidlinmeyer (1992)’e gore sabit faz ile hareketli faz
farkli polariteye sahip olduklarinda 6rnek molekiilleri de farkli ¢oziiniirliiklere sahip
olabilmektedirler. Bu iki fazin polarite farkliligina gore dagilma kromatografisi iki
kisimda incelenebilir; bunlar ters-faz sivi kromatografisi ve normal-faz sivi

kromatografisidir (Ozden, 2011).

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz sabit faza gore daha fazla polardir. Sabit
faz olarak genellikle organik gruplarin baglanmasi ile kimyasal olarak modifiye
edilmis kat1 partikiil ylizeyler kullanilir. Ters-faz sivi kromatografisinde genellikle
apolar maddelerin ayrimi gergeklestirilir. Uzun zincirli sabit fazlar (C18) daha apolar
maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (C8,C2) ise, daha polar maddelerin ayrilmasinda
kullanilir. Buna gore polar maddeleruzun alkil zincirli sabit fazlarda daha az
tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli sabit fazlarda daha az tutunurlar
(Hamilton, 1982; Sewel, 1987; Meyer, 1988; Bidlinmeyer, 1992).

Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz polaritesi sabit faz polaritesinden
daha digsiiktiir. Polar sabit fazlar kullanilir. Hareketli faz igerisinde genelde
metilenkloriir, dietil eter, kloroform veya hekzan gibi polaritesi diisiik coziiciiler

bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir (Ozden, 2011).

HPLC cihazinin Sekil 1.8’de ayrintili olarak bolimleri verilmistir. Kendine 6zgii
islevlere sahip olan pompa, 6rnek giris sistemi (enjeksiyon blogu), kolon, dedektor

ve kaydedici (data sistemi) olmak tizere bes ana boliimden olusan bir sistemdir.
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Sekil 1.8. HPLC cihazinin boliimleri

1) Coziicii hazneleri, 2) Coziicli degazor bolmesi, 3) Gradient valfleri (kapaklari), 4)
Mobil fazin dagitimi i¢in karistirma kabi, 5) Yiiksek basingli pompa, 6) Enjeksiyon
konumu i¢in kapak degisim kismi, 6') Numune yiiklemesi i¢in kapak degisim kismi,
7) Numune enjeksiyon dongiisii, 8) On-kolon (guard kolon), 9) Analitik kolon, 10)
Dedektor, 11) Veri toplama, kaydedici, 12) Atik bolmesi.

Hareketli fazin sisteme verilmesi bir piston pompasi araciligiyla ¢oziicii haznesinden
saglanir. Coziici haznesinden segilen ¢oziiciiler sistemin Oncelikle degazor
bolmesine girmelidir. Ciinkii ¢oziiciiler icerisinde bulunabilecek muhtemel hava
kabarciklari ile istenmeyen partikiiller bu boliimde elimine edilir. Bu sayede hem
ayrim prosesinde istenmeyen etkilesimlerden kag¢iilmis olup hem de dedektor
sinyalindeki analiz kaynakli giiriiltii minimuma indirilmis olmaktadir (Bilber, 2010).
Numunenin kolona verilmesi pompa ile kolon arasinda yer alan enjeksiyon valfi
yardimiyla olur. Numune, yiikkleme durumunda enjekte edilir. Sonra valf, enjeksiyon
pozisyonuna ¢evrilir. Bdylece numune hareketli faz yardimiyla kolona verilmis olur.
Numune bilesenleri kolonun ve hareketli fazin 6zelliklerine gore kolonda farkli
hizlarda ilerler ve farkli zamanlarda kolonu terkederler. Kolondan ayrilan hareketli
faz dedektore gelir ve bir sinyal islemci tarafindan analitik sinyale doniistiiriilir. Bu

sinyal (pik) kromatogram halinde kaydedilir (Torul, 2009).

1.13.1. Kromatografide temel parametreler

Kromatografik yontemlerde etkili bir ayirim gergeklestirebilmek i¢in numune
bilesenlerinin  kolonda tutunabilmesine, numune bilesenlerinin digerlerinden
ayrilabilmesine, numune bilesenlerinin bant genisliklerinin nispeten dar olmasina

dikkat etmek gerekir. Bu kosullar saglanmazsa, uygun bir ayrim gerceklesmez.
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Ayrimu iyilestirmek, uygun sabit faz ve hareketli faz se¢imiyle dogrudan iligkilidir.
Kosullarin uygunlugu ise, verilerin yani kromatogramlarin yorumlanmasiyla kontrol
edilir. Kromatogram; kromatografik bir yontemde numune bilesenlerinin kolona
verilmesinden dedektore gelene kadar aldigi yol veya zamana Karsi, uygun bir
dedektor tarafindan elektronik olarak verilen sinyalle olusturulan grafiktir. Zaman
eksenindeki piklerin yeri, numune bilesenlerini tanimada kullanilir. Pik alanlar1 her
bir bilesenin miktarininkantitatif bir 6l¢iistidiir.Bir kromatogrami yorumlamak igin

gerekli parametreler;

Alikonma zamani, tg
Kapasite faktorii, k
Secicilik faktori, o
Kolon ayirma giicii, Rs

Kolon verimliligi, N ve L olarak verilmistir.

1.13.1.1. Allkonma zamam ve kapasite faktorii

Alikonma zamani (tg ), numunenin kolona verilmesinden sonra dedektore ulagmasi
icin gecen siiredir. Alikonma davranisi numune bilesenlerinin hareketli faz ile sabit
faz arasindaki dagilimini gosterir. Kromatografide karsilagtirmalarda alikonma
zamani yerine siklikla kapasite faktoriinden, k, yararlanilir. Kapasite faktorii, kolonda
¢oziinen numune bilesenlerinin go¢ hizlarmi agiklamak i¢in kullanilan bir ifadedir.

Alikonma faktorii olarak da bilinen kapasite faktorii, asagidaki bagint1 ile hesaplanir:

(1.50)

Burada tr bilesene, to, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. lyi bir
HPLC ayirmasi i¢in k, 1-10 arasinda olmalidir. k degerlerinin bu aralikta olmasi,
mobil faz Ozellikleri ve durgun fazin degistirilmesi ile saglanir (Poole ve Poole,
1991).

1.13.1.2. Secicilik, a

Kromatografik sistemde iki bilesen arasinda ayrimi saglama yetenegi kolon segiciligi
olarak adlandirilir. Bu durumda bir kolondaki analitlerin secicilik katsayisi; bir

kolonun s6z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir dl¢iisiidiir. Secicilik, esas
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olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagli olarak degisiklik gosterse de hareketli
faz bilesimi de, seciciligi kismen etkileyen faktorlerden biridir. Segiciligin
matematiksel ifadesi Esitlik 1.51° de gosterilmistir. a, 1,15 ise iki bilesigin % 98

oraninda birbirinden ayrildig1 kabul edilir.

Ko _In lny (L51)

o=—%
kl J[R1 _J[R(>

1.13.1.3. Teorik tabaka sayisi, N

Kromatografik analizlerde pik genisligi 6l¢iilebilir ve bu kolon verimliligine isaret
eder. Kolon verimliligi kolona karakteristik olup kolonda pik dagilim derecesinin
Olgtimiidiir. Tavsiye edilen deger N > 2000 dir. Bir kromatografik ayirmada etkin

tabaka sayisi, asagidaki baginti ile belirlenir:

2
N =5,54 [vth ]
03 (1.52)

Burada;
N : Teorik tabaka sayis1
tr  : Bilesene ait alikonma zamani

W5 : Pikin yar yiiksekligindeki pik genisligidir.

1.13.1.4. Ayirma giicii, Rs

Bir kolonun ayirma giicii, Rs degeri, kolonun iki analiti birbirinden ayirabilmesinin
kantitatif bir dl¢iisiidiir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda, kapasite faktorii, tabaka
sayis1 ve secicilik kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1,5 iken
tam ayirim olmakta, R= 1,325 iken maddelerden biri digeri igine % 0,3 oraninda
girmis durumda, R=1 iken, maddelerden biri digeri igine % 4 oraninda girmis
durumdadir R=0,75’de ayirim olmamaktadir (Skoog vd., 1998) (Sekil 1.9). Birbirini
izleyen iki pik arasindaki ayirma giicii, Rs, i¢in farkli hesaplama yontemleri

gelistirilmistir. Asagidaki bagint1 kullanilarak hesaplama yapilabilir.

Re= (1/4) VN [(0-1)/ o] [K/(1+K)] (1.53)

29



Burada;

Rs : Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,
N : Etkin tabaka sayisi,

o : Secicilik faktori,

k :Kapasite faktoridiir.

Bu bagint1 sivi kromatografik ayirmalarda optimizasyon ig¢in esas alinan bagmntidir.
Bir kromatografik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik c¢ifti olarak adlandirilir.
Pik ciftinin temel ¢izgide birbirinden ayrilabilmesi i¢in ayirma faktoriiniin en az 1,5

olmasi istenir (Skoog vd., 1998).

Smyal iy — 30—
Rs=0.50 Rs=0.75

f——A4G— |

Rs=1.00 Rs=1.50
.t A B
’;L_

Sekil 1.9. Ayiriciligin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi

1.14. Analitik Yontemin Gegerli Kilinmasi

Analitik  yontemler, biyolojik numune analizlerinde, ila¢ analizlerinde,
biyoesdegerlik calismalarinda, farmakokinetik bilgilerin degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda, ilag etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ilag etken
maddelerinin metabolitlerinin tayininde kullanilan yontemlerdir. Bu islemlerin
yapilabilmesi i¢in iyi karakterize edilmis, giivenilir sonuclarin elde edilebilecegi
tamamen gecerli analitik yontemlerin kullanilmasi veya gelistirilmesi gereklidir. Her
yeni gelistirilen yontemin validasyon sonuglart birbirinden bagimsizdir (ICH 1994,
Riley ve Rosanske, 1996; Lunte ve Radzik, 1996; Swartz ve Krull, 1997; Ahuya ve
Scypinski, 2001).

Amerikan Farmakopesine (USP XXIII/NF) gore bir yontemin gecerli kilinmasi, bir

analiz yonteminin performans 6zelliklerini istenilen analitik uygulamada, belirlenen
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gerekli kosullarda sagladigini gostermek i¢in yapilan islemlerin tiimiidiir. Yani bir
yontemin gecgerli kilinmasi, analizi yapilacak madde igin gelistirilen analiz
yonteminin segilen aralikta uygunlugunu, duyarligini, dogrulugunu, saglamligini,
tekrar edilebilirligini belirtmektedir. Yontemin gecerli kilinmasi i¢in 6ncelikle cihaz
kontrolii ve validasyonu (tiim donanim ve yazilimlar i¢in) yapilmalidir. Daha sonra
secilen ve gelistirilmesi diislinlilen yontemin gegerliligini kanitlamak i¢in validasyon
yapilir. Uygulanacak analitik islemler i¢in hangi tip validasyon parametrelerinin
kullanilacag1 belirlenmelidir. Gelistirilen bir yontemin gegerli olabilmesi i¢in gerekli
validasyon testlerinin ve hesaplarinin yapilmis olmasi gereklidir (ICH 1994; Riley ve
Rosanske, 1996; Lunte ve Radzik, 1996; Braggio vd., 1996; Adamovics 1997;
Swartz ve Krull, 1997; Mc Dowall 1999; Ahuya ve Scypinski, 2001; Ermer 2001;
Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou, 2004). Cihaz ve segilen yontemlerin
validasyonlar1 yapildiktan sonra ayirma yontemleri i¢in Sistem Uygunluk Testleri
yapilir. Bu testler USP tarafindan Onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma

tekniklerinde yontem gelistirmenin bir par¢asini olusturan testlerdir.

1.14.1. Validasyon parametreleri

Uluslararast Harmonizasyon Konferansi (ICH), insanlarda kullanilan ilaglarin kaydi
sirasinda teknik ihtiyaglar1 karsilamak ic¢in, analitik islemlerin gecerliligi {izerine
ortak bir dokiiman gelistirmistir. Bu dokiiman birtakim gegerlilik gostergesinin
tanimini igerir. Analitik bir yontemin validasyonu i¢in gerekli parametreler, uluslarin
farkli kuruluslarinda, uluslararasi komitelerde ve literatiirlerde belirtilmistir (Huber,
2007; Riley ve Rosanske,, 1996; Torul, 2009). Analitik yontemin kabul

edilebilirligini gdstermek i¢in kullanilan analitik parametreler:

e Dogruluk (Accuracy; Geri Kazanim (Recovery))
e Kaesinlik (Precision)

e Secicilik (Selectivity)

e Teshis Sinir1 (LOD)

e Tayin Sinir1 (LOQ)

e Dogrusallik (Linearity)

e Duyarlilik (Sensitivity)

e Calisma Aralig1 (Range)

e Saglamlik (Robustness)
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e Tutarlilik (Ruggedness)
e Kararlilik (Stability)

1.14.1.1. Dogruluk ve geri kazanim

Analiz sonucu elde edilen degerin gergek degere yakinliginin olgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi
yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir.

Geri kazanim ¢alismalari i¢in 3 yol izlenebilir:

1) Referans standart ile karsilastirmak:

Yontemin sonuglarini, referans yontemlerden birinin sonuclari ile karsilagtirmaktir.
Sonuglar referans kabul edilen veya basili olan baska bir yontem sonuglar ile
istatistiksel olarak karsilastirilir. Bu karsilastirma islemi igin student-t ve Fisher (F)
testleri kullanilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri ¢izelgelerde verilen teorik t ve F
degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerlerin cizelgede yer alan degerlerden
kiigiik olusu gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem kadar
hassas oldugunu gosterir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma (% BSS)
ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir (Esitlik 1.54, Esitlik 1.55)
(ICH 1994; Swartz ve Krull 1997).

SS

ort

%BH = GD_Axloo
GD

(1.55)
Burada, GD: Gergek Deger, SS: Standart Sapma ve Xor: Ortalama Degeri ifade eder.

2) Matris ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlar1 gibi matris etkisi olan numunelerle ¢alisildigi zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrise degisik derisimlerde
eklenir ve tayini yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil
standart sapma ve/veya % bagil hata ile beraber verilir. Bu dogruluk kontrolii

numunenin hazirlanisinin etkisini ve matriks etkisini olger.
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3) Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi:

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1 matris igerisinde yer alan
ve miktar1 bilinmeyen veya daha once tayin edilmis aynt maddenin iizerine ilave
edilir ve bu isleme Standart Ekleme Yontemi adi verilir. Numunedeki etken madde
derisimi hazirlanan bu ¢ozeltilerin kalibrasyon egrisi olusturulmasiyla hesaplanir.
Sonuglar ilave edilen ve dlgiilen madde miktarlar1 verilerek ifade edilir. Bu teknik,
katki maddelerinin ve yardimct maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir.
Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile

beraber verilir.

1.14.1.2. Kesinlik

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya deney
sonuclarinin birbirine yakinliginin bir derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, kisa
araliklarla birden fazla numune alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu
olmasidir. Kesinlik i¢in kullanilan sayisal dlglitler mutlak standart sapma, bagil

standart sapma, varyasyon katsayisi ve varyans olarak verilir.

1.14.1.3. Segicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan
diger yardimci veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu kompleks numune karigimlarinin
analizinde girisim derecesinin de bir dl¢iistidiir. Etken madde yaninda safsizliklarin,
parcalanma f{irlinlerinin, benzer kimyasal maddelerin bulundugu numune ile
bulunmadiklari numunede yapilan miktar tayini analizlerde etkin maddenin bulunan

konsantrasyonlari arasindaki fark olarak ifade edilir.

1.14.1.4. Teshis simir1 (LOD)

Zemin giiriiltiisiinden farkli olarak % 95 ya da % 99 giivenirlilik sinir1 i¢inde tespit
edilen belirlenen deney kosullar1 altinda analitik yontemle uygun dogruluk ve
kesinlik ile analiz edilebildigi en diisiik derisimdir. Bir sinir degeri olup, bu derigimin
altindaki derisimlerde istenilen dogrulukta madde analiz edilemez. Teshis sinirinin

hesaplanmasinda, kor veya tanik ¢ozeltilerinin analizi yapilarak sonuglarin standart
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sapmas1 dogrunun egimine boliiniir. Bu degerin 3,3 katinin alinmasiyla gozlenebilme

siir1 hesaplanir.
LOD = 3,3xSD/m (1.56)

Bu esitlikte SD= Tanik cozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde
edilen sonuglarinin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesisim degerinin standart

sapmas1, m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

1.14.1.5. Tayin simir1 (LOQ)

Bir maddenin % 95 giliven sinir1 icinde tayin edilebilen en diisiik miktar1 olarak
tanimlanmistir. Bir bagka ifadeyle analitik bir yontemde, uygun dogruluk ve
kesinlikte, analitin miktar1 saptanabilen en diisiik derisimdir. Tayin siniri

sinyal/gliriiltli olarak belirlendiginde bu oran 10 olarak alinir.
LOQ =10xSD/ m (1.57)

Bu esitlikte SD, kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde edilen
sonuclarin veya y eksenindeki kesisim degerinin standart sapmasi; m, ilgili

kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

1.14.1.6. Dogrusallik

Analitik bir islemin dogrusalligi, ornek icindeki analitin derisimiyle dogrudan
orantil1 test sonuglarinin belli bir aralikta elde edilebilmesi yetenegidir. En diisiik
derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri standart ¢ozeltiler hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra ¢ozeltilerin derisimine karsi
Olclim yapilan cihazin verdigi cevap grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir.
Kalibrasyon egrisi derisime karsi cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen
grafikte noktalarin diiz bir ¢izgi iizerinde yer almasidir. Egim (m), kesisim (n) ve
korelasyon katsayisi (r) dogrusalligi veren parametrelerdir. Bunlar analit derisiminin
Olclilen degerlere karsi regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir.
Dogrusallik, korelasyon katsayisi r=0,9990 ve iizerinde ise ve cevap degerleri ¢izilen
dogrunun iizerinde yer aliyorsa saglanmis demektir. Dogrusalligin tam validasyonu
icin ayrica egim ve kesisim degerlerinin % BSS’lar1 veya standart hatalar1 da

hesaplanmali ve raporda verilmelidir.
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1.14.1.7. Duyarhhk

Analitik bir yontemde, kullanilan cihazin analit derisimindeki kiiciik farklar1 ayirt
edebilme yetenegidir. Duyarliligi sinirlayan iki faktor vardir. Birincisi; kalibrasyon
egrisinin egimidir. Ikincisi ise; dl¢iim aracinin kesinligi ve tekrarlanabilirligidir.
Herhangi iki yontemin kesinligi esit ise, kalibrasyon egrisi daha dik olan yontem
daha duyarhidir. IUPAC tarafindan kabul edilen duyarliligin kantitatif tanim
kalibrasyon duyarliligi olarak yapilir. Kalibrasyon duyarligi ayn1 zamanda egimi

ifade eder.

1.14.1.8. Calisma aralhig:

Analitik bir yontemin ¢alisma araligi; kesinlik, dogruluk ve dogrusallik belirlenirken,
tayin edilebilen en diisiikk derisimden (LOQ), kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan
sapma gosterdigi derisime (LOL) kadar olan araligi kapsar (Torul, 2009). Derisim
aralig1 genellikle secilen yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin
dogrusalligr bulunduktan sonra belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin

derigsimleri genellikle hedeflenen seviyede veya ona yakin dl¢iiliir.

1.14.1.9. Saglamhk

Saglamlik testleri, analiz parametrelerinin analiz sonuglar1 tizerindeki etkilerini 6lger.
Cesitli sartlar altinda yontemin analitik sonuclarinin kabul edilebilir dogruluk ve

kesinligini saptama kabiliyeti olarak da tanimlanabilir.

Saglamlik, yontemin bir veya birden daha fazla parametresi degistirildiginde tekrar
validasyona ihtiyact olup olmadigina karar verilmesini saglar. ICH doékiimanlari;
gelisme fazi sirasinda, bir yontemin saglamlik gelisimini dikkate almay1 tavsiye eder.
Farkli oda sicakligi ve farkli labarotuvarlardaki nem, farkli tecriibeye sahip
analizciler, farkli firmalarin aletleri, farkli kaynaklardan belirtegler saglamhiga etki

eden faktorler arasindadir (Ertas ve Kayali, 2005; Torul, 2009).

1.14.1.10. Tutarhhk

Analitik bir yontemin tutarliligi, ayn1 analiz numunesinin uzun zaman araliklarinda
farkl1 kosullarda analizi yapildigindaki tekrarlanabilirliginin bir o6l¢iisii olarak
tanimlanmistir. Yani normal kosullarda farkli kisiler veya farkli laboratuvarda elde

edilen sonuglarin degerlendirilmesiyle hesaplanir. % bagil standart sapma ile ifade
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edilir. ICH, analitik bir yontemin validasyonunda bu parametreyi zorunlu kilmamaistir

(Skoog vd., 1998; Ertas ve Kayali, 2005; Torul, 2009).

1.14.1.11. Kararhhk

Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber yapilmasi tavsiye edilir.
Tekrar edilebilir ve giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in numunelerin, standart
maddelerin ve kullanilan ¢6ziiciilerin uygun bir siire (6rnegin 1 giin, 1 hafta, 1 ay
veya ne kadar siireye ihtiyag duyuluyorsa o kadar siire) stabilitesini korumasi
gereklidir. Etken maddenin stabilitesi oda sicakliginda ve en az 6 saat olarak
degerlendirilmelidir. Saklama siiresinin tamamlanmasindan sonra stabilite taze

hazirlanmis stok ¢ozelti ile karsilastirma yaparak tayin edilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez calismasinda siilfoniliire ve tiyazolidindion grubu bilesiklerin bazilarinin
iyonlagma sabitlerinin tayini hem yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle
hem de potansiyometrik yontemle yapilmistir. Ayrica bu gruptaki bilesikleri iceren
diyabet ilaglan secilerek, bilesikler yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle
kantitatif olarak tayin edilmistir. Bu boliimde bu bilesiklere ait yapilan pKj, tayini ve

metot validasyonu ¢alismalarina deginilecektir.

Yapilan literatiir taramasinda siilfoniliire ve tiyazolidindion grubu bilesiklerin
iyonlasma sabitlerine ait ¢esitli literatiirlerde veriler bulunmaktadir. Fakat
literatiirlerde bu bilesiklerin iyonlagsma sabitlerinin nasil belirlendigine dair yontem
verilmemistir. Bu bilesiklerin potansiyometrik titrasyon yontemiyle pK, tayinine ait
yalnizca bir literatiir bulunmaktadir. Narasimham ve Barhate (2011), gliklazid,
glipizid, glibenklamid gibi antidiyabetik ilaglarin ve pioglitazon gibi beta blokerlerin
pKa ve lipofilisite gibi fizikokimyasal parametrelerini potansiyometrik titrasyon ve
spektrofotometrik yontemlerle tayin etmislerdir. Metanol, etanol, asetonitril ve
dioksanin su ile ikili karsimlarmmin kullanildigi bu yontemle 25-45 °C arasi
sicakliklarda ve 0,15 ile 0,5 M arasinda degisen iyonik siddetinde calisilmistir.
Sicakligin, iyonik siddetin ve dielektrik sabitinin iyonlagsma sabiti lizerindeki etkisi
karsilagtirilmistir. Sudaki pK, degerleri Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyonu ile
hesaplanmistir. Cizelge 2.1°de pioglitazon, gliklazid ve glipizid i¢in farkli organik
¢oziici, farkl bilesimlerde ve farkli yontemlerle elde edilen pK, degerleri verilmistir.
Sekil 2.1°den goriildiigii gibi calisilan tiim antidiyabetiklerin iyonlagsma sabiti artan
sicaklikla azalmis ve artan iyonik siddet ile azalmistir. Bulunan verilerin literatiir
verileri ile uyumlu oldugu sonucuna ulasmislardir. pKj’daki standart sapmalari
ortalama 0,2 birim oldugu i¢in organik ¢dziicii su karisimlarinin suda ¢ézlinmeyen
bilesikler icin ve laboratuvarda ila¢ arastirmalarinda iyonlagma sabiti tayininde

kolayca uygulanabilecegini ileri stirmiislerdir.

37



Cizelge 2.1. Farkli organik ¢oziici Dbilesimlerinde  Yasuda-Shedlovsky
ekstrapolasyonu ile hesaplanmis pK, degerleri
Organik
Bilesikler ¢Oziici-Su % W pKa£S.D Metot
Karigimi
Metanol 37-59 5,37 £0,04 Potansiyometrik
Pioglitazon Etanc_JI ' 34-56 5,56+ 0,05 Potans!yometr!k
Asetonitril 31-52 5,38 £ 0,04 Potansiyometrik
1,4-Dioksan 30-50 4,74 + 0,06 Potansiyometrik
Metanol 20-60 5,58 £0,01 Potansiyometrik
10-53 5,63 +0,01 | Spektrofotometrik
Etanol 20-60 5,63 +0,01 Potansiyometrik
Gliklazid o 10-53 5,70 £ 0,01 Spektrofotomet_rik
Asetonitril 11-60 5,58 £ 0,06 Potansiyometrik
21-53 5,64 + 0,08 | Spektrofotometrik
1,4-Dioksan 20-60 5,48 +£ 0,05 Potansiyometrik
10-52 5,58 +0,07 | Spektrofotometrik
Metanol 20-60 5,19 +£0,01 Potansiyometrik
Glipizid Etanc_)l _ 30-60 5,49 £ 0,05 Potans!yometrik
Asetonitril 12-50 5,42 +£0,03 Potansiyometrik
1,4-Dioksan 27-50 4,89 £ 0,15 Potansiyometrik
. FowF A psKa L L] GlLP Gilld
z Antidiyabetilc
N - i Antidiyabetider
Stcakhk Tyonik siddet

Sekil 2.1. Iyonlasma siddetine a) sicakligin etkisi b) iyonik siddetin etkisi

Literatirlerde

sulfonilire ve

tiyazolidindion grubu bilesiklerin  gerek

karisimlarindan gerekse insan veya havyan plazmasindan es zamanli belirlenmesi ve
tespiti i¢in genel olarak HPLC yontemi uygulanmistir. Bu yontemin disinda APCI-
LC-MS (atmosferik basing kimyasal
spektrometresi), Miseller Elektrokinetik (MECK), LC-MS/MS,SPE (kat1 faz
ekstraksiyonu), HPLC-ESI-MS/MS veLC-APCI-MS/MS gibi metotlarla bilesiklerin

iyonlasma sivi  kromatografi-kiitle

nitel ve nicel analizleri iizerinde ¢alismalar yapilmistir.

Vasudevan vd. (2001), ¢ok bilesenli dozaj formlarinda metforminin gliklazid ve

glipizid ile es zamanli tayini icin basit, kesin ve dogru sonuglar veren HPLC
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metodunu gelistirmislerdir. Inertsil Cig kolonun kullanildig1 bu yontemde akis hizi 1
mL/dakika olan (35:65) asetonitril-siilfonik asitin sulu ¢ozeltisi (75 mM; 0,1 N
NaOH ile pH 7’ye ayarlanmis) mobil faz olarak kullanilmistir. I¢ standart olarak
tolbutamidin kullanildig1 ayirmalarda 20 °C’da ve 225 nm’de ¢alisilmistir. Bu
caligmada metformin-gliklazid karisimi ve metformin-glipizid karisimi 20 pL
enjeksiyon hacminde 3’er kez enjeksiyon yapilmistir. Alikonma zamanlari
metformin igin 2,14 dakika, tolbutamid igin 5,89 dakika, gliklazid i¢in 8,33 dakika,
ve glipizid i¢in 10,3 dakikadir. Sistemin yeterliligi i¢in kolon etkinligi, Rs ve pik
simetrileri gibi parametreler hesaplanmistir. Gelistirilen bu metot kesin, dogrulugu
yeterli ve hizli olmasi nedeniyle ham maddelerin kalite kontrolii, formiilasyonu igin

uygundur ve ¢oziinme ¢alismalari i¢in uygulanabilir.

Maurer vd. (2002), siilfoniliire tipi oral antidiyabetiklerden glibenklamid,
glibornurid, gliklazid, glimepirid, glipizid, glikuidon, glisoksepid, tolazamid ve
tolbutamidi insan plazmasinda atmosferik basing kimyasal iyonlagma sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi (APCI-LC—MS) yontemi ile calismiglardir. Bu
metot oral antidiyabetiklerin asir1 dozda aliminin neden oldugu Munchausen
sendromunun teshisinde spesifik bir yontemdir. Bu yontemde LiChroCART kolon
(125mm x 2mm) kullamilmistir. Gradient ¢alismada mobil faz olarak 0,05 M
amonyum format (formik asit ile pH 3’e ayarlanmis) ve asetonitril kullanilmistir. Bu
yontemin farkli toksik bilesiklerin plazmada taranmasi, taninmasi ve kantitasyonu

i¢in uygun bir prosediir oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Radhakrishna vd. (2002a), pioglitazon HCI’nin farmasotik formiilasyonlarda tespiti
icin HPLC ve Miseller Elektrokinetik Kromatografi (MECK) metotlarini
gelistirmiglerdir. Pioglitazon ve doymamis safsizliklart 7 dakikadan daha az bir

stirede MECK yontemiyle ayirmislardir.

Bunun i¢in 43 cm x 50 uM boyutlarinda silika bagl kapiler ile 30 °C’da ve 25 kV’da
calistimistir. BGE olarak pH 9,3’te 20 mM sodyum borat tamponu ve % 20
asetonitril (v/v) segilmistir. Tamponun pH’s1, tampon konsantrasyonu, modifiyerler,
sicaklik ve voltaj gibi parametrelerin ayirmaya olan etkileri incelenmistir. HPLC
metodunda ise Cig (250 x 4,6 mm) kolonu ve mobil faz olarak 1 mL/dakika akis
hizinda asetonitril- 10 mM potasyum dihidrojen fosfat tamponu (50:50, v/v; pH 6,0)

kullanilmistir. 4-kloranilin i¢ standart olarak kullanilmistir. Bu iki metodun sonuglari
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Student’s t-test ve F-test karsilastirilmis ve birbirinden kesinlik ve dogruluk

bakimindan ¢ok farkli olmadigi ¢alismacilarca ileri siirilmistiir.

Radhakrishna vd. (2002b), toplu ilag¢ ve ila¢ formiilasyonunda rosiglitazon ve ilgili
safsizliklarinin tespiti icin HPLC metodunu gelistirmis ve sonradan validasyonunu
yapmislardir. Ayirmalarda Symmetry Cig kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak
sodyum fosfat tamponu (pH 6,2) — asetonitril (50:50, v/v) kullanilmistir. UV
dedektorle 245 nm’de galisilmis ve indol i¢ standart olarak kullanilmigtir. Tim
ayirmalar 15 dakikadan daha az bir siirede tamamlanmistir. Gelistirdikleri bu
metodun hassas, sec¢ici ve segilen ilaglar i¢in kesin oldugunu belirterek, rutin ilag

kalite kontrol belirlemelerinde kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Kolte vd. (2003), insan plazmasinda rosiglitazonun belirlenebilmesi icin HPLC
metodunu gelistirmislerdir. Pioglitazon i¢ standart olarak kullanilmistir. Pioglitazon
ve rosiglitazon plazmadan sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilmistir.
Izoktrotik ayirmada ters faz Zorbax SB Cig kolon, metanol ve 10 mM monobazik
sodyum fosfat ve dibazik sodyum fosfat i¢eren fosfat tamponu (30:70, v/v; pH 2,6)
mobil faz olarak kullanilmistir. UV dedektorle 245 nm’de calisilmis ve alikonma
zamanlar1 rosiglitazon icin 8,3 dakika, pioglitazon i¢in 18,0 dakika bulunmustur.
Mobil fazda kullanilan tamponun pH etkisinin pioglitazonda rosiglitazondan daha
belirgin oldugunu ve pioglitazonun alitkonma zamaninin tamponun pH etkisi ile

arttigin1 bulmuslardir.

Lin vd. (2004), glipizid ve rosiglitazon ile protein arasindaki ilag-ilag protein bagi
etkilesimini arastirmak i¢in glipizid ve rosiglitazonun insan plazmasindan ayrimi igin
diyaliz esitligini kullanarak LC-MS/MS metodunu gegerli yapan bir metot
gelistirmislerdir. Bunun i¢in diyaliz sonrasi insan plazmasi veya tampon orneklerinin
0,2 mL’si s1vi-s1v1 ekstraksiyon prosediirii ile eksaktre edilmis ve yiiksek performans
stvi kromatografi elektrosprey bagli kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir.
izokrotik calismada Zorbax SB-fenil kolon kullanilmistir. Atmosfer basingh
elektrosprey iyon kaynagi ile iyonlastirilma gergeklestirilmistir. Coklu reaksiyon
izleme ile pozitif iyon modunda analiz edilmistir. Iyon gecisleri, glipizid i¢in m/z
446—321, rosiglitazon i¢in m/z 358—135 ve internal standart olarak kullanilan
tolbutamit i¢in m/z 271—155 olarak goriintillenmistir. Kromatografik olarak

alikonma zamanlar1 glipizid i¢in 2,3 dakika; rosiglitazon ic¢in 3,4 dakika ve
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tolbutamit i¢in 2,3 dakikadir. Her iki bilesik i¢in LOQ 1,0 ng/mL’dir ve > %99
oraninda proteine bagi olduklari belirlenmistir. Glipizid ve rosiglitazon i¢in 1000
ng/mL de insan plazmasinda serbest kismini sirasiyla % 0,678 + 0,071 ve 0,389 +
0,061 oldugu bulunmustur. Bu gelistirilen metot tekrarlanabilirlik ve hassaslik

saglamasinin yan1 sira klinik drneklere uygulanabilirligi ile de rapor edilmistir.

Ho vd. (2004), glipizid, glibenklamid, glimepirid, gliklazid, tolazamid, tolbutamid,
nateglinid, repaglinid, rosiglitazon, ve pioglitazonun at plazmasinda ve idrarda es
zamanli olarak belirlenmesi ve ayrilmasi ig¢in uygun bir LC-MS/MS metodu
gelistirmislerdir. Bunun i¢in bu antiyabetikler at plazmasindan sivi-sivi ekstraksiyon
yontemiyle izole edilmistir ve pozitif elektrosprey iyonlagma moduyla LC-MS/MS
metoduyla analiz edilmistir. Bu 10 antidiyabetik ilacin ayriminda ters faz Supelcosil
LC-8-DB kolonu (10 cm x 2,1 mm, 3 uM), pH 3’te 10 mM amonyum format
tamponu su (¢6ziicti A) ve metanol (¢oziicii B)’den olusan mobil fazla 0,2 mL/dakika
akis hizinda gradient olarak calisilmistir. Sicaklik 30 °C ve enjeksiyon hacmi 5
uL’dir. Bu metodun yaris atlarinda antidiyabetik ilaglarin kotiiye kullanimini tespit

etmek i¢in de kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Gomes vd. (2004), antihiperglisemik ajan olan tablet halindeki rosiglitazonun
belirlenmesi i¢gin MECK ve HPLC metodunu gelistirmiglerdir. Elektroforetik
ayirmalarda 48 cm uzunlugunda silika kapli kapiler ve BGE olarak 30 mM SDS
(sodyum dodesil siilfat) igeren (pH 9,0) sodyum tetraborat tamponu kullanilmustir.
Ayirmalar 25 °C’de 20 kV voltajda ve 247 nm’de DAD dedektérle yapilmustir (Sekil
2.2). HPLC metodunda ise RP-18 (125 x 4,0 mm) kolon ve 0,8 mL/dakika akis
hizinda 25 mM KH,PO, igeren asetonitril (55:45 v/v) tamponu (pH 6,2)
kullanilmigtir. Sekil 2.3’de bu metoda ait kromatogram verilmistir. Bu iki metot
birbiriyle karsilagtirillmis  ve istatistiksel analizlerde ¢ok belirgin farklar
gbzlenmemistir. Her iki metodunda farmasotik dozaj formlarinda rosiglitazonun

belirlenmesinde kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.
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Sekil 2.2. MECK yontemine ait elektroferogramlar a) Rosiglitazon referans standart
¢ozeltisi b) Rosiglitazon tablet c) Rosiglitazon i¢eren yardimci maddeler
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Sekil 2.3. HPLC yontemine ait kromatogramlar a) Rosiglitazon referans standart
¢ozeltisi b) Rosiglitazon tablet ¢) Rosiglitazon igeren yardimc1 maddeler
AbuRuz vd. (2005), plazmada metformin, glipizid, gliklazid, glibenklamid ve
glimepiridin es zamanli belirlenmesini ve validasyonlarint SPE (kati faz
ekstraksiyonu) ve HPLC yontemlerini gelistirerek belirlemislerdir. Bu bilesiklerin es
zamanli belirlenmesi kombine ila¢g alan diyabet hastalar1 i¢in ve kombine dozaj
formlarin farmakokinetiklerinin ¢alisilmasinda olduk¢a Onemlidir. Gelistirilen
metotlarin geri kazanimi %76,3 ve %101,9 arasinda bulunmustur. LOQ, 5 ve 22,5
ng/mL arasindadir. Varyasyon katsayisi ile hesaplanan giinler i¢i ve giinler arasi
kesinlik her zaman % 9’dan kiiciiktiir. Denge analizleri biitiin analitlerin -70 °C’de 3
ay muhafaza edilebilecegini gostermistir. Bu calismada Discovery CigSupelco
analitik kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), 6n kolon olarak da Supelco Discovery Cig
(20 mm x 4 mm, 5 pm) kullanilmistir. 2 mM sodyum dodesil siilfat, asetonitril (%
37,5) ve potasyum dihidrojenfosfat (% 62,5)’tan olusan mobil fazin akis hiz1 1
mL/dakikadir. 225 nm dalga boyunda UV dedektor ile galisiimistir. Bu metodun
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stilfoniliire ve metformin kombine ilaglart alan diyabet hastalarinin klinik ¢aligmalari

icin kabul edilebilir oldugunu ileri siirmiislerdir.

Kuo ve Wu (2005), caligmalarinda gliklazidin insan plazmasindaki analizi i¢in hassas
HPLC-elektrokimyasal tespit metodunu gelistirmislerdir. 100 pL plazmanin
asetoniril ile deprotonasyonundan sonra evaporasyon ve yeniden yapilanmasiyla
gliklazid ayrilabilmistir. Bu islem i¢in Apollo Cig kolon (150 mm x 4,6 mm)
kullanilmis, 70 mM disodyum tetraborat (pH 7,5) ve % 26,5 asetonitril mobil faz
olarak kullanilmistir ve 0,8 ml/dakika akis hizinda ¢alisilmistir. Calisma elektrodu
olarak 800 mV potansiyelde Ag/AgCI elektrodu kullanilmistir. Regresyon esitlikleri
50 nM-4 puM araliginda dogrusaldir. Giinler igi, giinler arasi kesinlik i¢in bagil
standart sapma ve bagil hata sirastyla 5,3 ve % 0,93’ten kiigiiktiir. Gliklazidin plazma
icin LOD degeri 10 nM’dir. Yeni gelistirilen bu yontem gliklazid tabletle saglikli bir

goniilliilde uygulanmastir.

Khan vd. (2005), glimepirid ve 4 yan iiriiniiniin ters faz sivi kromatografi metoduyla
nicel olarak belirlemislerdir. Glimepiridin yan {riinlinlerinin teshisi ve
karakterizasyonu i¢in normal faz HPLC metodu kullanilmistir. Niikleer Manyetik
Rezonans, Fourier Transform Infrared Spektrometresi, UV ve Kiitle Spektrometresi
gibi spektroskopik verilere dayali metotlar bu yan firlinlerin karakterizasyonu igin
kullanilmis ve standartlar icin ters faz HPLC metodu kullanilmistir. Kromatografik
ayirmalarda kolon olarak Phenomenex Luna C8 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), mobil
faz olarak 1 mL/dakika akis hizinda pH 7,0’de fosfat tamponu-asetonitril-THF
(73:18:09, v/v/v) karigimi kullanilmistir. Calismada 228 nm’de UV dedektorle, kolon
sicakligr 35 °C’da olacak sekilde galisilmistir. Glimepiridin trans molekiiliiniin aktif
oldugu tespit edilmistir. Bu metodun uluslararasi kilavuzlara uygun metot
validasyonu yapilmistir. Yontemin glimepiridin rutin kalite kontrol analizleri i¢in

kullanilabilir oldugunu ileri stirmiislerdir.

Yardimci ve Ozaltin (2005), farmosdtik preparatlarda rosiglitazon ve metforminin es
zamanl belirlenmesi i¢in kapiler zon elektroforez metodunu gelistirmislerdir. Bu
analitler i¢in optimum ayirma 9 dakikadan daha az bir siirede tamamlanmistir. 25
°C’da 72 cm silika kapli kapilerle 25 mM asetat ¢alisma tamponu (pH 4,0) ile 25 kV
voltajla calisilmigtir. Verapamil i¢ standart olarak kullanilmis ve UV dedektorle 203

nm’de calisilmistir. Sonuglar, sivi kromatografi metoduyla yapilan sonuclarla
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karsilastirilmis ve onemli bir fark bulunmamistir. Metodun hassaslik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve saglamlik bakimindan iyi bir performans gosterdigini ileri

siirmiislerdir.

Venkatesh vd. (2006), glibenklamid, glipizid, gliklazid, pioglitazon, repaglinid ve
rosiglitazonun es zamanli belirlenmesi, ila¢ tabletlerinden analizi ve insan
plazmasina uygulanmasi i¢in uygun bir HPLC metodu gelistirmislerdir. Inertsil ODS
3V (4,6 x 250 mm x 5 um) kolonuyla 1 mL/dakika akis hizinda 25 °C’de 260 nm
dalga boyunda asetonitril-metanol-su (pH 3’te 0,01 M formik asit) karigiminin mobil
faz olarak kullanildig1 sistemde gradient olarak calisilmistir. Rosiglitazon,
pioglitazon, glipizid, glibenklamid, IS ve repaglinid i¢in alikonma zamanlari sirasiyla
11,4; 13,3; 14,8; 17,6; 20,78; 22,1 ve 25,4 dakikadir (Sekil 2.4). Bu ¢alisma i¢in
sistem uygunluk parametreleri, Cizelge 2.2’de verilmistir. Bu ¢aligsmalariyla tek bir
dalga boyunda gradient metotla HPLC yontemi validasyonu yapilmis ve 6

antidiyabetik ila¢ es zamanli olarak tespit edilmistir.

mAl

dakika

Sekil 2.4. HPLC kromatogramlar1 a) Blank b) 0,5 pg/mL konsantrasyonunda
glibenklamid, gliklazid, glipizid, pioglitazon, rapeglinid, rosiglitazon ve
20pug/mL i¢ standart iceren insan plazmasi c¢) 20pug/mL i¢ standart igeren
sentetik ila¢ karisimlari tableti 1, rosiglitazon; 2, pioglitazon; 3, glipizid,;
4, gliklazid; 5, glibenklamid; 6, i¢ standart; ve 7, rapeglinid.
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Cizelge 2.2. Sistem uygunluk parametreleri

Numune No | Bilesik | t; k’ Rs T N
1 GLB |20,7|2,56 | 3,70 | 1,23 | 44523
2 GLC |17,6|2,32|3,11| 1,14 | 26424
3 GLZ |14,8|3,11|2,18| 1,16 | 43671
4 PGL |13,3|2,17|4,32| 1,00 | 30818
5 RPG | 25,4390 | 2,07 |1,07 | 51334
6 RGL |114 (414|173 |1,36 | 31912

Ilag sahteciligi, gelismekte olan iilkelerde 6zelliklede Cin’de dnemli bir sorun haline
gelmektedir. Yao vd. (2007), sahte ilaglar1 elemek ve hileli gida takviyeli iiriinlerin
taranmas1 i¢in izokrotik ters faz sivi kromatografi yontemini gelistirmislerdir.
Gelistirilen bu metotta 6 antidiyabetik ila¢ i¢cin en uygun kosulun belirlenmesinde
dalga boyu, mobil faz ve bunlarin oranlari, tamponun optimum pH’s1 ve
konsantrasyonu i¢in parametreler denenmistir. Glipizid, gliklazid, glibenklamid,
glimepirid, glikuidon, ve repaglinid i¢in maksimum absorpsiyon dalga boylari
sirastyla 228, 229, 230, 230, 224, ve 244nm’dir. HPLC ile Olgiim ig¢in tiim
bilesiklerin absorbansinin gii¢lii oldugu 230 nm dalga boyu secilmistir. ilaglarm pK,
degerleri dikkate alindiginda simetrik piklerin gozlenildigi ve iyonlasmanin olmadigi
pH 3,0 secilmistir. pH 3,0°de biitiin antidiyabetik ilaglar ayrilmis ve bu pH’da fosfat
tamponu (pKa1=2,12) kullanilmistir. Tamponun konsantrasyonu 0,01 mol/L KH,PO4
olarak belirlenmistir. 6 antidiyabetik ilacin kapasite faktorii organik modifiyer
yiizdesine karst grafige gecirildiginde optimum kosulun %70 organik faz oldugu
kabul goriilmistiir (Sekil 2.5). Altima C18 (150 mm x 4,6mm, 5um) kolonu ile 1,0
ml/dakika akis hizinda c¢alisilmistir. Bu sartlar altinda 6 antidiyabetik ilacin

kromatogramlari, Sekil 2.6°da verilmistir.

—— glipizide
—— gliclazide
—d— glibenclamide
b liFTHE T i

—— gliquidane

—a&— rapaglinide

55 &0 63 70 5 BO B
% Orzanik modifiver

Sekil 2.5. Alt1 antidiyabetik ila¢ i¢in organik modifiyer yiizdesinin degisiminin
kapasite faktoriine olan etkisi
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Gelistirilen bu metodun secilen 6 antidiyabetik ilacin es zamanl belirlenmesinde ve
ayrilmasinda uygun oldugu gozlenmis ve Cin piyasasinda satilan bazi ilaglar
tizerinde denenmistir. Gliklazid icerdigi belirtilen tablette ilag aktif maddesinin

olmadigini tespit etmislerdir.
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Sekil 2.6. Alt1 antidiyabetik ilag i¢in a) Karisimin kromatogrami: 1, glipizid; 2,
gliklazid; 3, glibenklamid; 4, glimepirid; 5, glikuidon; 6, repaglinid b)
Pingtangan kapsiil c¢) Zhiwuyidaosu kapsiil d) gliklazid icerdigi
belirtilen tablet e) Kor tayin.
Oral antidiyabetiklerle tedavide tek ilag tedavisinin yetersiz kalmasiyla kombine ilag
tedavisine ihtiya¢ duyulmustur. Kombine ilag¢ tedavilerinin yayginlagmasiyla birlikte
oral antidiyabetik ilaclarin es zamanli belirlenebilmesi ve ayrilmasi igin cesitli
metotlar gelistirilmistir. Bu amacla Wang ve Miksa (2007), glipizid, gliburid,
repaglinid, rosiglitazon, nateglinid ve pioglitazonu igeren kombine ilaglarin
kantitasyonunu biyolojik matriks olan maymun plazmasi iizerinde LC-MS/MS
metodu ile calismislardir. Gradient HPLC metodunda 10 mm amonyum format
tamponu ve % 1 formik asit igeren asetonitril mobil faz olarak kullanilmistir. MS/MS
ile belirleme pozitif iyon ¢oklu reaksiyon izleme modu ile yapilmistir. Biitiin
analitler igin en diisiik kantitasyon st 1,0-5,0 ng/mL arasindadir. Ilag geri

kazanimi, % 82,6 - % 94,2 araligindadir.

Pathare vd. (2007), oral antidiyabetik ila¢ olan glimepiridin cis-izomerinin hizl
ayrimi igin ters faz sivi kromatografi yontemini gelistirmislerdir. Kromatografik
ayirmalarda (75:25, v/v) tetrahidrofuran-su organik modifiyeri kullanilmis ve Waters
Symmetry kolonla (50 mm x 4,6 mm, 3,5 pm) calisilmistir. Kolon sicakligi 30 °C
olup bilesikler UV dedektorle 228 nm’de izlenmistir. Cis-izomerin alikonma zamani

5,0; glimepiridin ise 5,6 dakikadir. Gelistirilen metodun dogrulugu ve saglamligi
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kanitlanmistir. Cis-izomerin 10 pL enjeksiyon hacmi i¢in LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 500 ve 1,500 ng/mL olarak tespit edilmistir. Geri kazanimi 97,3-102,0
arasinda degismektedir. Bu metot cis-izomerin kantitatif belirlenmesi i¢in uygun

bulunmustur.

He vd. (2007), rosiglitazonun insan plazmasinda tespiti i¢in hassas ve segici bir
yontem olan yiiksek performans sivi kromatografi-elektrosprey iyonlastirma baglh
kiitle spektrometresi (HPLC-ESI-MS-MS) yontemini kullanmislardir. Bilesikler pro
Cis kolonla amonyum asetat tamponu (0,02 M; pH 6,5) ile asetonitrilin (47:53, v/v)
kullanildigt mobil fazla ayrilmislardir. Validasyondan sonra rosiglitazonun
farmakokinetik profilini ¢alismak i¢in bu metot, 5 saglikli goniillitye 4,0 mg’lik tek
doz ilag uygulamasindan sonra uygulanmistir.  Onerilen bu  metot
degerlendirmelerinin kesin olmasi, rosiglitazonun farmakokinetik kantitasyonu igin
biyoyararlig1 ve ilag-ila¢ etkilesimleri ¢alismalar1 i¢in uygun bulunmustur. Bu
metodun rosiglitazon ve metabolitlerinin insan plazmasinda es zamanli tespiti igin de

kullanilabilir oldugunu ileri stirmiislerdir.

Albu vd. (2007), insan plazmasinda glibenklamidin belirlenmesi i¢in LC-APCI-MS-
MS metodunu gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmalarda Chromolith RP-18 (100
mm X 4,6 mm) kolonundan yararlanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk olan mobil fazda %
58 asetonitril - % 42 sulu % 0,1 (v/v) formik asit ¢6zeltisi kullanilmistir. Enjeksiyon
hacmi 50 pL ve sicaklik 40 °C’dir. I¢ standart olarak glikuidon kullanilmistir. Bu
metot glibenklamidin formiilasyonlarinin biyoesdegerlik ¢alismalarinda kullanilmis

ve kabul edilebilir kesin ve dogru sonuglar elde edilmistir.

Giaginis vd. (2007), ciglitazon, troglitazon, netoglitazon ve amfolit olan pioglitazon
ile rosiglitazonun lipofilik o6zelliklerinin PRAR-y aktivitelerine olan iliskisini
oktanol-su deneyleri ve ters faz HPLC metoduyla farkli sartlarda incelemislerdir.
Bunun i¢in Hypersil BDS C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) kolon, Supelcosil ABZ+
Plus kolon (150 mm x 4,6 mm, 5 um) ve Supelcosil Aquasil (150 mm x 4,6 mm,
5um) kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak % 35’den 80’e kadar degisen oranlarda
metanol-su (20 mM MOPS, pH 7.4) karisimi kullanilmistir. pK, degerlerini ACDLab
programini kullanarak hesaplamislar ve bu degerleri kullanarak Log P, Log D7,4 ve
Log D9,0 degerlerini hesaplamiglardir. Pioglitazon ve Rosiglitozon i¢in pKj,
degerlerini HPLC metoduyla hesaplayamamiglardir. Deneysel veriler AB/log D,

47



Prolog D ve C log P programlari ile hesaplanan sonuglarla karsilastirilmis ve Prolog

D verilerinin deneysel verilere daha yakin oldugu sonucuna varilmaistir.

Yardimct vd. (2007), insan plazmasinda rosiglitazon ve metforminin es zamanl
tespiti i¢in gradient sivi kromatografi yontemini gelistirmiglerdir. Bunun i¢in Ace-5
fenil kolon (250 nm x 4,6 mm, 5 um), mobil faz olarak asetonitril ve 5 mM asetat
tamponu (75:25, viv; pH 5,5) kullanilmistir. UV dedektorle 245 nm’de ¢alisilmis ve
i¢ standart olarak verapamil kullamlmstir. izokratik c¢alismalarda rosiglitazon ve
metformin pikleri insan plazmasindaki pikler arasinda gozlenemedigi i¢in gradient
caligma tercih edilmistir. Asetonitril yiizdesi arttikga rosiglitazonun alikonma
zamanmin azaldigin1t  fakat metforminin alikonma zamaninin  arttigim
gozlemlemislerdir (Sekil 2.7). Asetat tamponu metforminin alikonma zamanini
azaltigr icin seg¢ilmistir. YoOntemin hassasligi nedeniyle diyabetik hastalarin
plazmasinda rosiglitazon ve metformin konsantrasyonlarinin izlenmesinde yeterli

bulundugunu ileri stirmiislerdir.
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Sekil 2.7. Insan plazmasindan elde edilen HPLC kromatogrami

Mistri vd. (2007), glibenklamid ve metforminin insan plazmasinda es zamanli tayini
icin LC-MS/MS metodunu gelistirmislerdir. Glibenklamid ve metformin sivi-sivi
ekstraksiyonu ile plazmadan ekstrakte edilmistir. Kolon olarak Hypersil ters faz Cig
(50 mm x 4,6 mm, 5 pm) kullanilmistir. Mobil faz olarak asetonitril — 5 mM
amonyum asetat tamponu (70:30; pH 3,0) kullanilmistir. Glimepirid i¢ standart
olarak kullanilmis ve 25 °C’da toplam analiz siiresi 3,5 dakikadir. Bu metodun en
onemli avantajinin 3,5 dk gibi kisa bir siirede analizin tamamlanmasi oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica bu metot, analitler ve i¢ standart i¢in tekrarlanabilir geri

kazanimlar vermistir.
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Kostarnoi vd. (2008), son 10-12 yil igerisinde ¢ok bilesenli farmasotik
formiilasyonlarin HPLC metodu ile analizine ait 6zet bir ¢alisma yapmuslardir. Ilag
tirlinlerinin HPLC metodu ile analizinde kullanilan kolonlar, mobil faz bilesenleri,
akis hizlari, sicaklik, dedektor bilgilerinin yani sira tiirevlendirme prosediirii, eliisyon
modu ve analiz zamanini azaltmak i¢in metotlar hakkinda da bilgi vermektedir. Bu
caligmada glimepirid ve pioglitazon i¢in Cosmosil Cig (150 mm x 4,6 mm) kolonu
kullanilmis, mobil faz olarak (35:20:45) asetonitril-metanol-0,01 M amonyum sitrat
sulu c¢ozeltisi (HzPO4; pH 6,95) kullanildigini ve 228 nm’de ¢alisildigim
belirtmislerdir.

Yu vd. (2008), rosiglitazon maleat ve rosiglitazon HCI formulasyonlarinin
farmakokinetik 0zelliklerini ve biyoesdegerliklerini karsilastirmak i¢cin HPLC
metodundan yararlanmiglardir. Plazmalarin analizinde kolon olarak Hypersil C18
kolonu (25,0 cm x 4,6 mm, 5 um), 6n kolon olarak da Cig kolonu kullanmislardir.
Dedektor olarak floresans dedektorle 247 nm ve 367 nm’de ¢alismislardir. Mobil faz
olarak 1,0 mL/dk akis hizinda asetonitril-0,01 M amonyum asetat tamponu (42:58,

v/v) kullanilmgtir.

Gedeon vd. (2008), gestasyonel diyabetlilerin glibenklamid ile tedavi olanlarin
plazmasinda glibenklamidin tespiti icin HPLC metodunu gelistirmislerdir.
Glibenklamid plazmadan sivi sivi ekstraksiyonuyla ekstrakte edilmistir. Eclipse
XDB-Cg kolonla (4,6 x 250 mm, 5 uM), mobil faz olarak 1,5 mL/dakika akis hizinda
50 mM NH4H,PO4 tamponu (pH 5,4) — asetonitril (45:55, v/v) kullanilmigtir. UV
dedektorle 254 nm’de galisilmis ve glibenklamidin alikonma zamani 5,7-5,9 dakika
arasinda tespit edilmistir. Glibenklamidin daha 6nceki HPLC metoduyla tespitinde
azalan pH ile alikonma zamanimin arttig1 belirtilmistir. Ancak bu ¢alismada secilen
uygun pH, glibenklamidin pK,’sina esit olan 5,35’dir. pK, degerinin 2 birim alt1 ve
iistiinde olmasi gerekirken pH farkini 0,04 birim olarak bulmuslardir. Bunun sebebini
ise glibenklamidin yapisinda bulunan ve onu daha az ¢6ziiniir ve lipofilik yapan

biiyiik apolar gruplardan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

Onal (2009), antidiyabetik ilaglarin ilag tabletlerinde analizi icin ¢
spektrofotometrik ve bir de HPLC olmak iizere toplam dort farkli metot
gelistirmislerdir. ilk iki spektrofotometrik yontemle rosiglitazonu, 2,3-diklor-5,6-

disiyano-1,4-benzokinon ile ve yesil bromkresol ile ¢alismislardir. Ugiincii
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spektrofotometrik yontemde rosiglitazonu metformin ile ¢aligmiglardir. Rosiglitazon
icin 5,0-50 pg/mL ve metformin i¢in 1,0-10,0 pg/mL konsantrasyon araliginda
kalibrasyon fonksiyonu dogrusaldir. HPLC metodunda C18 kolonuyla 243 nm dalga
boyunda, 1 mL/dakika akis hizinda, (30:70, v/v) asetonitril-su mobil faziyla
calistlmistir. Dogrusal aralik, 0,25-2,5 pg/mL aralifinda goézlenmistir. Gelistirdikleri

bu metotla basarili tablet analizleri yapilmistir.

Shaodong vd. (2010), antidiyabetik ilag olan glipizid, gliklazid, glibenklamid ve
glimepiridin es zamanli tespiti i¢in HPLC metoduyla 3 farkli dedektorii kullanarak
karsilastirma yapmiglardir. Bunun i¢in UV dedektér, CAD (charged aerosol
detection) ve ELSD (evaporative light scattering detection) kullanmislardir. Biitiin
dedektorlerle g¢alisma kosullart aynidir. Kolon olarak RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 5
um) kolon, mobil faz olarak 1 mL/dakika akis hizinda % 35 A (% 90 su + % 0,1
formik asit + % 10 asetonitril) ve % 65 B (% 90 asetonitril + % 10 su) kullanilmistir.
25 °C’da ve 10 pL enjeksiyon hacminde ¢alisilmistir (Sekil 2.8). Bu 4 antidiyabetik
ilacin analizi i¢cin CAD, diger iki dedektore gore daha iistiin bulunmustur. Kolay
kullanimi, nispeten daha ucuz olmasi nedeniyle ve ozellikle net yanitlar1 nedeniyle
antidiyabetik ilaclarin belirlenmesinde uygun bir dedektdr oldugunu ileri

siirmiislerdir.

mV
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Sekil 2.8. UV dedektorle elde edilen kromatogramlar a) standart karigim; 1, glipizid;
2, gliklazid; 3, glibenklamid; 4, glimepirid; b) glipizid tablet; c) gliklazid
tablet; d) glibenklamid tablet; e) glimepirid tablet; f) {iriin A; g) {irtin B; h)
tirtin C.

50



Lakshmi ve Rajesh (2011), glipizid, rosiglitazon, pioglitazon, glibenklamid ve
glimepiridin es zamanl tayini, ila¢ formlarindan ve insan plazmasindan analizi igin
HPLC metodunu gelistirmislerdir. Phenomenex C18 (150 x 4,6mm, i.d., 5 pum)
kolonuyla 1 mL/dakika akis hizinda % 0,05 trietilamin, asetonitril ve metanol
karistmi (55:15:30; pH 3,5) oraninda mobil faz olarak kullanmistir. ilaglar 248 nm
dalga boyunda 20 dakikadan daha az bir siire iginde ayrilmislardir. Glipizid,
rosiglitazon, pioglitazon, glibenklamid, ve glimepirid i¢in alikonma zamanlari
sirastyla 4,51; 9,56; 11,3; 14,76 ve 17,78 dakikadir. Formiilasyonlardan ve insan
plazmasindan elde edilen geri kazanim degerleri birbirine yakindir. Bu ylizden bu
yontemin farmasotik dozaj formlarinin rutin kalite kontrolii i¢in kolay kullanilabilir
oldugunu ve ayn1 zamanda klinik ¢alismalar i¢in de uygulanabilir oldugunu ileri

siirmiislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu bolimde glibenklamid, glipizid, glimepirid, gliklazid, pioglitazon HCI ve
rosiglitazon maleat’in iyonlagsma sabiti degerlerinin, su-tetrahidrofuran ikili
karisimlarinda potansiyometrik yontemle ve kromatografik yontemle tayininde

kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu
caligmada iizerinde durulan silfoniliireler ve tiyazolidindionlar ile ilgili bilgiler,
Cizelge 3.1°de; kromatografik ve potansiyometrik analizlerde gerekli diger kimyasal

maddeler, Cizelge 3.2’de ve Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tezde calisilan siilfoniliire ve tiyazolidindionlarin kimyasal yapist ve
ozellikleri

Bilesik Kimyasal Yapisi Ozellikler

Glibenklamid Vi )L /O EN: 173°C
)
(Gliburid) 0 ST CAS N0:10238-21-8

“ /\/©/
N
C23H2CIN3OsS Cﬁ}\H Sigma
0—CHj

HPLC saflikta

494,004 g/mol > %99,8
5-klor-N-(4-[N-(siklohekzilkarbamoil)siilfamoil] fenetil)-2-

metoksibenzamit

CH,
o o Q E.N: 2070C
Glimepirid N g
p \S\N)LNH;\\\

o o /\/@/ CAS No: 93479-97-1
C24HaaN4OsS /\ﬁ/k

HyG HPLC saflikta
> %99,8

Sigma
490,617 g/mol

3-etil-4-metil-N- [2 [4 - [(4-metilsiklohekzil) karbamoil siilfamoil]
fenil] etil] - 2-okso-5H- pirol-1-karboksamit
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ozellikleri (Devam)

Cizelge 3.1. Tezde calisilan siilfoniliire ve tiyazolidindionlarin kimyasal yapist ve

O\S//\ON/“\N/J@

E.N: 181-182°C

Gliklazid
CAS No0:21187-98-4
CisHoN3OsS /©/ .
HaC Sigma
HPLC saflikta
323,412 g/mol .
N-(hekzahidrosiklopenta[c]pirol-2(1H)-ilkarbamoil)-4- > %998
metilbenzensiilfonamit
o o 9 . o
\// /U\ /O E.N: 208-209°C
S
Glipizid o ﬂ Sy CAS No: 20094-61-9
N
\ N
C21H27N50,S /E j‘\H Sigma
445,536 g/mol HaC N HPLC saflikta
> 9%99,8

N-(4-[N-(siklohekzilkarbamoil)siilfamoil] fenetill)-5-metilpirazin-2-
karboksamit

Pioglitazon HCI

C19H20N203S°HC1
392,90g/mol

o~ X
/\Qk/\o/Q/\ S‘&,

(%)-5-[[4-[2-(5-¢etil-2-piridinil)etoksi]fenil]metil]-2,4-tiyazolidindion
monohidroklorit

E.N:193-194°C
CAS N0:112529-15-4

Sigma
HPLC saflikta
> %99,8

Rosiglitazon Maleat

C18H19N303S+C4H404

473,52 g/mol

:
r @A\* 1
NG N S‘<O HC\COQH
J

(&)-5-[[4-[2-(metil-2-piridinilamino)etoksi]fenil]
metil]-2,4-tiyazolidindion, (Z)-2-biitendioat

E.N:122-123°C
CAS N0:155141-29-0

Sigma
HPLC saflikta
> %99,8

Cizelge 3.2. Potansiyometrik ¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Acgiklama
Hidroklorik asit Hiicre potans1ye_hmn Merck, a}ya_lrll cozelti
belirlenmesi (Titrisol)
Potasyum hidroksit Titrant Merck, ayarl: gozelti
(Titrisol)
. Iyonik siddet Merck, analitik
Potasyum kloriir ayarlayici saflikta
Potasyum hidrojen Baz cizeltisinin avart Merck (Referans
fitalat ¢ Y Deger Standardi)
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Cizelge 3.3. Kromatografik ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Aciklama
Potasyum H metre kalibrasvonu Merck (Referans
hidrojen fitalat P y Deger Standardi)
Fosforik asit Mobil faz pH’ sinin Merck, analitik
ayarlanmasi saflikta
Sodyum hidroksit Mobil faz pH’ sinin Merck, analitik
ayarlanmasi saflikta

_ Su-organik ¢oziicii ikili J-T Baker, HPLC
Tetrahidrofuran karigimlarinin
saflikta
hazirlanmasi
Kolonda tutunmayan tiiriin
Urasil kolonu terk etme zamanii | Sigma, HPLC saflikta
belirlenmesi

3.2. Potansiyometrik Titrasyonlar
3.2.1. Kullanilan cihazlar
3.2.1.1. pH/ iyon metre

Potansiyometrik titrasyonlarda pH &lgiimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/ Iyon
analiz cihaz1 kullanilmistir. Metleer Toledo InLab 412 Ag/AgCl kombine cam
elektrottan yararlanilmigtir. pH 6l¢iimlerinde sabit sicaklik banyosu (HETO CBN 8-
30 ve HETO HMT 200 sicaklik kontrol iinitesi) kullanilarak 25 °C + 0,1 °C sicaklikta
caligilmistir.

3.2.2. pK, tayininde kullanilan ¢o6zeltiler

Potansiyometrik titrasyonlar THF nin 5 farkli derisiminde gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. %40 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 60 mL su alinmis ve iizerine 40 mL tetrahidrofuran ilave
edilmigtir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak tetrahidrofuran - su ikili karigimlarinda

hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.

3.2.2.2. %45 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 55 mL su alinmis ve iizerine 45 mL tetrahidrofuran ilave

edilmistir.
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3.2.2.3. %50 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 50 mL su alinmis ve {lizerine 50 mL tetrahidrofuran ilave
edilmistir.

3.2.2.4. %55 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 45 mL su alinmis ve {lizerine 55 mL tetrahidrofuran ilave
edilmistir.

3.2.2.5. %60 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 60 mL su alinmis ve tlizerine 40 mL tetrahidrofuran ilave
edilmistir.

3.2.2.6. iyonik siddet ayarlayici

Her bir ortamda iyonik siddeti ayarlamak tizere KCIl kullanilmistir. Bu amacla
yukarida hazirlanis1 belirtilen ¢6zilicii karisimlarma 0,1 M derisimi saglanacak
sekilde 1M KCI c¢ozeltisi eklenmis ve manyetik karistirict kullanarak homojenlesme

saglanmistir.

3.2.2.7. Asit ¢ozeltisi

1 M standart hidroklorik asit ¢dzeltisi (titrisol), ortamin organik modifiyer yiizdesine
uygun olarak 0,1 M derisimde hazirlanmistir.

3.2.2.8. Baz c¢ozeltisi

1 M standart KOH ¢ozeltisi (titrisol), ¢alisilan organik modifiyer-su ikili karigiminda
0,03 M olacak sekilde seyreltilerek titrant olarak kullanilmistir. Cozelti, 2,0x10° M

KHP c¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmistir.

3.2.2.9. Bilesiklerin ¢ozeltileri

Bilesiklerin standart ¢ozeltileri, 1,0x10° M derisimde olacak sekilde tetrahidrofuran-
su ikili karisitminda 40 mL hazirlanmis ve ¢ozelti cift cidarli hiicreye alinarak

potansiyometrik yontemle titre edilmistir.
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3.3. Kromatografik Calismalar
3.3.1. Kullamlan cihazlar
3.3.1.1. Yiiksek performans sivi kromatografisi cihazi

Siilfoniliire ve tiyazolidindion grubu bilesiklerin sivi kromatografik davraniglarinin
incelenmesinde, Shimadzu marka HPLC cihazi kullanilmistir. Sistemde, sistem
kontrol {initesi (CBM 20A), pompa (LC20 AD), dedektér (SPDM 20A Foto Diyod
Dizi), kolon firm1  (CTO 20 AC) ve gaz giderme iinitesi (DGU 20 A)
bulunmaktadir. Calismada kolon etiivii kullanilarak 25°C’da ¢alisilmustir. Calisma

dalga boyu, tiim bilesikler i¢in 230 nm’dir.

3.3.1.2. Kolonlar

Bu tez c¢alismasinda, bilesiklerin iyonlagma sabitlerinin tayininde YMC J’Sphere
ODS-H80 (4 pm, 150 mm x 4,6 mm ID) ters faz sivi kromatografi kolonu

kullanilmistir. Bu kolon THF i¢in onerilmektedir.

3.3.1.3. pH/ iyon metre

HPLC mobil fazimin pH 6lciimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/ Iyon analiz
cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo InLab 413 Ag/AgCIl kombine cam elektrottan
yararlanilmigtir. ITUPAC’a gore tetrahidrofuran- su ikili karigimlarinda elektrot
kalibrasyonu i¢in potasyum hidrojen fitalat referans standart c¢ozelti olarak
secilmistir. Mobil faz pH’ sinin ayarlanmasi esnasinda sicaklik, 25 °C + 0,1 °C’ da

sabit tutulmustur.

3.3.2. pK, tayininde kullanilan ¢o6zeltiler

HPLC calismasinda, THF nin 4 farkli derisiminde ¢alisilmistir.

3.3.2.1. % 40 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 60 mL saf su alinmis ve iizerine 40 mL tetrahidrofuran
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak tetrahidrofuran - su ikili
karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil
faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave
edilmistir. Bu ortama ayni derisimde tetrahidrofuran bulunduran su- tetrahidrofuran

karisiminda hazirlanmig NaOH’den (1 M) ilave edilerek ¢alismada etkisi incelenmek

56



istenen farkli pH degerleri ( 2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75;
7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5 ve 8,75) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil

fazlar, ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.3.2.2. % 45 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 55 mL saf su alinmig ve ilizerine 45 mL tetrahidrofuran
ilave edilmistir. Mobil faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO,4 (% 85 (a/a) ; 98
g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde tetrahidrofuran
bulunduran su- tetrahidrofuran karigiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave
edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri ( 2,5; 3,0; 3,5; 3,75;
4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5 ve 8,75) olan
mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar, ultrasonik karistiricida degaze edildikten

sonra kullanilmigtir.

3.3.2.3. % 50 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 50 mL saf su alinmis ve iizerine 50 mL tetrahidrofuran
ilave edilmistir. Mobil faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO,4 (% 85 (a/a) ; 98
g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde tetrahidrofuran
bulunduran su- tetrahidrofuran karisiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave
edilerek caligsmada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri ( 2,5; 3,0; 3,5; 3,75;
4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5 ve 8,75) olan
mobil fazlar hazirlanmigtir. Mobil fazlar, ultrasonik karistiricida degaze edildikten

sonra kullanilmustir.

3.3.2.4. % 55 (v/v) Tetrahidrofuran -su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 45 mL saf su alinmis ve iizerine 55 mL tetrahidrofuran
ilave edilmistir. Mobil faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO,4 (% 85 (a/a) ; 98
g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde tetrahidrofuran
bulunduran su- tetrahidrofuran karisiminda hazirlanmig NaOH’den (1 M) ilave
edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri ( 2,5; 3,0; 3,5; 3,75;
4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5 ve 8,75) olan
mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar, ultrasonik karigtiricida degaze edildikten

sonra kullanilmustir.
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3.3.2.5. Urasil cozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil ¢ozeltisi,
derisimi % 0,01 (w/v) olacak sekilde suda hazirlanmistir. Urasilin hazirlanan bu
cozeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire 6zgii t, alikonma

zamani belirlenmistir. Calisma dalga boyu 254 nm’dir.

3.3.2.6. Potasyum hidrojen fitalat ¢cozeltisi

CsH4(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak 0,05 molal
derisimde kullanilmis ve pH metre bu bilesik i¢in gerekli degere ayarlandiktan sonra
mobil fazlarin pH degerleri ayarlanmistir. 2 saat 110 °C’da kurutulmustur.

Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklari giin hazirlanmislardir.

3.3.2.7. Tezde calisilan siilfoniliire ve tiyazolidindion bilesiklerinin cozeltileri

Kromatografik calismada bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL mobil fazda
¢oziilerek 100 ppm’ lik ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Sivi kromatografi cihazina her bir
stok ¢ozeltiden 20 puL enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in ikiser kez enjeksiyon

yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

3.3.2.8. Sistem uygunluk cozeltisi

Glipizid, glibenklamid, pioglitazon HCI ve rosiglitazon maleat (i¢ standart) her
birinden 0,0010 g tartilmis, 10 mL mobil fazda ¢oziilerek 100 ppm’ lik ¢ozeltileri

hazirlanmastir.

3.3.3. Numune ¢alismasi

Miktar tayini yapabilmek amaciyla 10 tablet ezilmis ve 1 tablete esdeger tablet tozu,
100 mL’lik balon jojeye alinmustir. Uzerine tetrahidrofuran eklenerek ultrasonik
banyoda 15 dakika ¢6ziinmesi igin bekletilmistir ve hacmine tetrahidrofuranla
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti mavi bant slizge¢ kagidindan siiziilmiis ve bu
stiziintiiden derisimi 8 ppm olacak sekilde balonjojeye konulmus, hacmine mobil faz

ile tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 20 pL enjekte edilmistir.
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3.4. Yontem
3.4.1. Potansiyometrik titrasyonlar

Siilfoniliire ve tiyazolidindionlarin iyonlagsma sabitlerinin potansiyometrik yontemle
tayininde, % 40; 45; 50; 55 ve 60 (v/v) tetrahidrofuran — su ikili karisiminda
calisilmistir. Bu ortamda iyonik siddeti ayarlamak iizere KCl kullanilmistir. KCI

derisimi 0,1 M olacak sekilde ayarlanmistir.

Potansiyometrik ¢alismalarda;

1- Titrant (KOH c¢o6zeltisi), 0,03 M derisimde hazirlanmis ve 40 mL 0,001 M
potasyum asit fitalat ¢ozeltisinin bu c¢ozelti ile potansiyometrik titrasyonuyla
ayarlanmigtir.

2- Asit, ayarli baz ile titre edilerek ayarlanmis, karbonat hatasinin olmadigi
belirlenmistir. Su-organik ¢dziicii karisiminda otoprotoliz sabiti, hiicrenin E° standart
potansiyeli ve egimi belirlenmistir.

3- Siilfoniliire ve tiyazolidindionlarm 1,0x10° M’lik ¢ozeltilerinden 40 mL, ¢ift
cidarl1 hiicrede karbonati giderilmis ayarli baz c¢ozeltisi ile titre edilmistir.
Titrasyonlar, 25 °C’da yapilmustir. Her bir bilesik, her bir ortamda 2 kez titre
edilmistir. Titrasyon verileri, Gran, ¢-pH ve pH-n grafiklerinde degerlendirilmistir.
4- Titrasyonla ilgili grafikler degerlendirilerek titrasyonun stokiyometrik davranisi
belirlenmis ve uygun yorumlarla pK, degeri tahmin edilmistir. PKPOT programi, pK
hesaplamalarinda kullanilmistir (Barbosa vd., 1995).

3.4.2. Sivi kromatografik yontemle cahismalar

HPLC yontemi ile iyonlagma sabitlerinin tayini ¢alismasinda, % 40 (v/v), % 45 (v/v),
% 50 (v/v), % 55 (v/v) tetrahidrofuran-su karigimlarinda galisilmistir.

Kromatografik ¢alismalarda;

1- pH metre, pH degerleri belirlenirken potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi ile
ayarlanmistir. pH metrenin kalibrasyonu, kombine pH elektrodu ile 298,15 °K
referans almarak yapilmistir. Elektrot, okunan degerlerin kararli olabilmesi ig¢in
calisilan su-organik ¢oziicii karisiminda bekletilmistir. Her bir ortam i¢in potasyum
hidrojen fitalat ¢ozeltisi 0,05 mol/kg derisimde hazirlanmis ve baslangic potansiyel

degeri belirlenmistir. Her bir ¢6zelti i¢in 2 dl¢lim yapilmistir.
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2- Hareketli fazda 15 mM fosforik asit kullanilmistir. Bu asit ilavelerinden sonra
mobil faza ayni derisimde tetrahidrofuran — su karisiminda hazirlanmis olan 1 M
NaOH ilave edilerek istenen pH degeri saglanmistir. pH etkisi incelenecek kosula ait
hareketli fazin pH degeri, 2,5 — 8,75 aralifinda olacak sekilde ayarlanmustir.

3- Bilindigi gibi HPLC c¢alismasinda kapasite faktorleri, t, dikkate alinarak
hesaplanir.  Siilfonilire  ve  tiyazolidindionlarin  kapasite  faktorlerinin
hesaplanmasinda kullanilacak t, degeri, urasilin sudaki % 0,01 (w/v) derisimindeki
¢oOzeltisi kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada gerek urasil ve gerekse bilesiklerin
alikonma zamanlar, ikiser enjeksiyonla Olgiimlerin  ortalamast  alinarak
belirlenmistir.

4- Bilesiklerin kapasite faktorleri degerlerinin pH ile degisimi, sigmoidal davranis
gosterir. Bu sigmoidalin orta noktasindaki pH degeri, o bilesigin calisilan ortamdaki
iyonlagma sabitini verir. Kapasite faktorii — pH iliskisi NLREG programi ile

degerlendirilerek bilesiklerin pK, degerleri hesaplanmistir

3.4.3. Calisilan bilesiklerin ayrilmalar icin optimum kosulun belirlenmesi

YMC J’Sphere ODS-H80 kolonla, % 40, 45, 50 ve 55 (v/v) THF ortamlarinda
yapilan ¢alismalar sonucunda;

1- Bilesiklerin kapasite faktorii (k) degerleri ve bilesik ciftleri i¢in segicilik faktorii
(o) ve ayirma giicti (Rs) degerleri hesaplanmuistir.

2- Numune ¢aligmasi i¢in % 40 THF (v/v), pH 4,5’ ta kapasite faktorlerinin 1’ den
daha biiylik oldugu ve bilesik ciftleri i¢cin o degerlerinin 1,15° den biiyiik oldugu
belirlenmistir ve numune ¢alismasi i¢in uygun kosul olduguna karar verilmistir.

3- Rosiglitazon maleat; segicilik, ayirma giicli ve analiz siiresi goz Oniine alinarak i¢
standart olarak secilmistir.

4- Food Drug Administration (FDA) ve United States Pharmacopeia (USP)
tarafindan Onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma tekniklerinde yontem
gelistirmenin bir parcasini olusturan sistem kararlilik testi uygulanmstir.

5- Her bir bilesigin analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu, teshis sinir1 (LOD)
ve tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri, yontem igin giin i¢i ve gilinler arasi analiz

degerleri ve tabletlerin analizine ait bulgular hesaplanmuistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Siilfoniliire ve Tiyazolidindionlarln SPARC, ACDLab ve Marvin Program
ile Hesaplanan Iyonlasma Sabitleri
Glinlimiizde, iyonlagsma sabitlerinin hesaplanmasinda degisik prensiplere dayanan
cesitli bilgisayar programlari kullanilmaktadir. Iyonlasma sabitlerinin hesaplanmasi
icin PKAS, BEST, SUPERQUAD, SPARC, TITFIT, HYPERQUAD, LEGATROP,
ACDLab ve Marvin bilgisayar programlari son zamanlarda gelistirilen
programlardandir (Alkan, 2007). Bu ¢alismada SPARC, ACDLab ve Marvin
bilgisayar programlari ile ¢aligilan bilesiklerin iyonlasma sabitleri hesaplanmuistir.
SPARC (Sparc Performs Automated Reasoning in Chemistry) herhangi bir organik
bilesigin yalnizca kimyasal yapisindan makroskopik ve mikroskopik pK, degerlerini
tahmin eden bilgisayar programidir. Bu hesap programi, substitue gruplarin etkisini
de inceleyerek olasi iyonlasma formlarmi ve bunlarin bagil derisimlerini
vermektedir. ACDLab ise bircok organik yapinin asit-baz iyonlagma sabitini (pKj
degerlerini) 25 °C igin ve sifir iyonik siddetle su ortaminda tahmin edebilen yazilim

programidir (Babi¢, 2007).

4.1.1. Glibenklamidin iyonlagsma sabitleri

Glibenklamid, ikinci nesil siilfonilire grubundan bir oral antidiyabetiktir.
Glibenklamidin molekiiler yapisinin glipizidin yapisindan fakli olmast amit grubuna
(karboksamit) bagli olan siibstitiientin farkli olmasidir. Glibenklamid yapisinda 5-
klor-2-metoksi-benzen yapist varken glipizid yapisinda 5-metil-pirazin siibstitiienti
vardir (Remko, 2009). Glibenklamid yapisinin siilfoniliire grubuna ait S=O...H-N
protonu i¢in asagidaki asit-baz dengesine ait iyonlagsma sabitinin (pK,;) SPARC
programu ile hesaplanan degerin 5,57 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1).

Marvin programi ile aynm fonksiyonel grubun pK, degeri 4,320, ACDLab programi
ile 4,17 + 0,30 olarak bulunmustur. Glibenklamidin iyonlagsma sabiti literatiirlerde
Gogelein vd. (1999), tarafindan 6,2; AbuRuz vd. (2005), tarafindan 6,0; Lai ve Feng,
(2006), tarafindan 5,3; Mandi¢ ve Gabelica (2006), tarafindan 6,8; Remko (2009),

tarafindan 5,2 olarak verilmistir.
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Sekil 4.1. Glibenklamidin iyonlasma davranist

4.1.2. Glimepiridin iyonlagsma sabitleri

Glimepirid, ikinci nesil siilfoniliire olup diger ikinci nesil siilfoniliirelere goére kan
sekeri diistiriicti etkisi daha giiglii olan bir oral antidiyabetiktir. Glimepirid yapisinin
stilfoniliire grubuna ait S=0O...H-N protonu i¢in iyonlagma sabitinin (pK,) asagidaki
asit-baz dengesine uygun olarak davranildiginda SPARC programi ile hesaplanan
degeri 5,55 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2).

CH3 CHs

o) o
e w 7 w
o NH N
o)
e ~ A +
CH3 N” NH CHj N~ NH + H
CHj

CHa
Sekil 4.2. Glimepiridin iyonlagma davranisi

Marvin programi ile ayni fonksiyonel grubun pK, degeri 4,320, ACDLab programi
ile 499 + 0,50 olarak bulunmustur. Glimepiridin iyonlagma sabiti literatiirlerde
Remko (2009), tarafindan 5,2; AbuRuz vd. (2005), ve Singh vd. (2009), tarafindan

6,2 olarak verilmistir.

4.1.3. Gliklazidin iyonlasma sabitleri

Gliklazid, ikinci nesil siilfonilire grubundan bir oral antidiyabetiktir.
Perhidrosiklopenta[c]pirol yapisinin bazik azotu siilfonamidin -NH grubuna, N...H-
N hidrojen bagi ile baghdir (Remko, 2009). Gliklazid yapisinin siilfoniliire grubuna
ait S=0...H-N protonu i¢in iyonlasma sabitinin (pK,) asagidaki asit-baz dengesine
uygun olarak davranildiginda SPARC programu ile hesaplanan degerinin 5,32 oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gliklazidin iyonlagma davranisi

Marvin programi ile ayni1 fonksiyonel grubun pK, degeri 4,070, ACDLab programi
ile 5,03 £ 0,50 olarak bulunmustur. Gliklazidin iyonlasma sabiti literatiirlerde
Winters vd. (1994), Masereel vd. (1996), Alkhamis vd. (2003), AbuRuz vd. (2005),
Park ve Choi (2006), tarafindan 5,8; Kuo ve Wu (2005), tarafindan 5,98; Remko
(2009), tarafindan 5,6 olarak verilmistir.

4.1.4. Glipizidin iyonlasma sabitleri

Glipizid, ikinci nesil siilfonilire grubundan bir oral antidiyabetiktir. Glipizid
yapisinda amit grubuna (karboksamit) bagli 5-metil-pirazin siibstitiienti ve
stilfoniliire grubuna bagli siklohekzan yapist vardir (Remko, 2009). Glipizid
yapisinin siilfoniliire grubuna ait S=0O...H-N protonu i¢in iyonlagsma sabitinin (pKa;)
asagidaki asit-baz dengesine uygun olarak davranildiginda SPARC programi ile
hesaplanan degeri 5,56’dir (Sekil 4.4) glipizidin yapisindaki ikinci protonasyon
sabitinin (pKa2) karboksamit protonun asagidaki tepkime semasina uygun olarak
davranildiginda 9,98 oldugu (Sekil 4.5) goriilmektedir.

o
O
o, 0 JL Oy z

N

S’ - Q
NH NH N” NH
o) o)
N _— N
/| NH z | NH +
NS
CHy °N

Sekil 4.4. Glipizidin pKy ile ilgili iyonlasma davranisi

Sekil 4.5. Glipizidin pKy ile ilgili iyonlasma davranisi
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Marvin programi ile ayn1 fonksiyonel grubun pK,; degeri 4,320, pKao degeri 13,870;
ACDLab programi ile pKa; 4,97 + 0,50, pKgy, degeri 13,04+0,46 olarak bulunmustur.
Glipizidin iyonlagma sabiti literatiirlerde Thombre vd. (1999), AbuRuz vd. (2005),
Verma ve Garg (2005), Jain vd. (2008), Nazir vd. (2009), tarafindan 5,9; Remko
(2009), tarafindan 5,2 olarak verilmistir.

4.1.5. Rosiglitazonun iyonlasma sabitleri

Rosiglitazon, diyet ve egzersizin yetersiz kaldig1 tip 2 diyabetli hastalarda glisemik
kontrolii diizeltmek icin kullanilan tiyazolidindion grubu oral bir antidiyabetiktir.
llaclarda, rosiglitazon maleat seklinde kullanilir. Rosiglitazon yapismin piridin
halkasina ait protonu igin asagidaki asit—baz dengesine ait protonasyon sabitinin
(pKa1) SPARC programi ile hesaplandiginda 5,32 oldugu (Sekil 4.6) ve rosiglitazon
yapisindaki tiyazolidindion protonuna ait iyonlagma sabitinin (pK,) asagidaki
tepkime semasina uygun olarak davranildiginda 6,38 oldugu goriilmektedir (Sekil

4.7).

. oy
Wwﬁw

Sekil 4.6. Rosiglitazonun pKy; ile ilgili iyonlasma davranisi

(0]
(0] CHj3 /Q/YKN_ +
+ H
N S~<
CHj3 NH AN 0 5
N 5 = |
AN (o] =
| (¢}
=

Sekil 4.7. Rosiglitazonun pKy; ile ilgili iyonlagsma davranisi

Marvin programi ile pKa degeri 6,229, pKy, degeri 6,844; ACDLab programi ile
pKa1 6,47 £ 0,12, pKy, degeri 6,35 £ 0,50 olarak bulunmustur. SPARC programi
piridin halkas1 icin pK, degerini 4,87; 2,4 tiyazolidindion grubu icin 6,42 olarak

bulmustur. Rosiglitazonun iyonlagma sabiti literatiirlerde Yardimci ve Ozaltin
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(2005), Kamila vd. (2009), tarafindan 6,1 ve 6,8; Chou vd. (2005), tarafindan 6-7

olarak verilmistir.

4.1.6. Pioglitazonun iyonlasma sabitleri

Pioglitazon tiyazolidindion grubu antidiyabetik bir ajandir ve pankreatik insiilin
salgilanmasinda artisa neden olmadan, insiiline karsi hedef hiicrelerin cevabini
artirarak kan glukoz seviyesini diisiiriir. Ilaglarda pioglitazon ya da pioglitazon HCI
seklinde kullanilir. Pioglitazon yapisinin piridin halkasina ait protonu i¢in asagidaki
asit-baz dengesine ait protonasyon sabitinin (pK,) SPARC programi ile
hesaplandiginda 4,17 oldugu (Sekil 4.8) ve pioglitazonun yapisindaki iyonlagma
sabitinin (pKj2) tiyazolidindion protonunun asagidaki tepkime semasmna uygun
olarak davranildiginda 6,35 oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9).

o
Q A

HsC N +

ot 3 | NH L H
H3C NH NH P S
| - o
P o S—« (0]
(e}

Sekil 4.8. Pioglitazonun pKj; ile ilgili iyonlagsma davranisi
(0]
(e} H-C N /@/\(l( -
3 N +
HsC SN NH e /\@\\/\ S‘& v

Sekil 4.9. Pioglitazonun pKj; ile ilgili iyonlasma davranisi

Marvin programi ile pKa degeri 5,598, pKaz degeri 6,658; ACDLab programi ile
pKa1 5,53 £ 0,22, pKy, degeri 6,35 + 0,50 olarak bulunmustur. Pioglitazon HCI'nin
iyonlagma sabitini literatiirde Henderson vd. (2006), tarafindan 5,8 ve 6,4 olarak

vermistir.
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4.2. Siilfoniliirelerin Potansiyometrik Yontemle iyonlasma Sabiti Tayini

4.2.1. Glibenklamidin % 40 (v/v) THF-su ikili karisimindaki potansiyometrik
titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1,0x10° M’lik ¢ozeltisinden 40 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCI

iceren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,

Cizelge 4.1’de verilmistir. Cizelgeden gorildiigli gibi mV degerleri, E° degeri

kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir. Yine grafiksel yontemle pK,

hesaplanmasinda kullanilacak olan M ve Z degerleri de hesaplanmuistir.

Cizelge 4.1. Glibenklamidin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL | mV pH M 4 Z*H"

0 13,1 4,881 | 0,00E+00 | -1,32E-05 | -1,73E-10
0,05 | -79 5,237 | 3,75E-05 | -4,32E-05 | -2,51E-10
01 |-216 |5469 |748E-05 | -7,82E-05 | -2,65E-10
0,15 ] -319 |5644 |112E-04 | -1,14E-04 | -2,60E-10
02 |-396 |5775 |149E-04 | -151E-04 | -2,54E-10
0,25 | 46,1 | 5885 | 186E-04 | -1,88E-04 | -2,45E-10
03 |-515 |5976 | 223E-04 | -2,24E-04 | -2,37E-10
0,35 | -56,6 | 6,063 | 2,60E-04 | -2,61E-04 | -2,26E-10
04 |-61 6,137 | 2,97E-04 | -2,98E-04 | -2,17E-10
0,45 | -654 |6,212 | 3,34E-04 | -3,34E-04 | -2,05E-10
05 |-695 |6281 |370E-04 | -3,71E-04 | -1,94E-10
0,55 |-732 |6344 | 407E-04 | -4,07E-04 | -1,84E-10
06 |-769 |6,407 | 443E-04 | -4,44E-04 | -1,74E-10
0,65 | -806 |6470 | 480E-04 | -4,80E-04 | -1,63E-10
0,7 |-843 |6532 |516E-04 | -5,16E-04 | -1,52E-10
0,75 | -879 |6593 |552E-04 | -5,52E-04 | -1,41E-10
08 |-915 |6,654 |588E-04 | -588E-04 | -1,30E-10
0,85]-951 |6,715 | 6,24E-04 | -6,24E-04 | -1,20E-10
09 |-989 |6,780 | 660E-04 | -6,60E-04 | -1,10E-10
0,95 | -102,7 | 6,844 | 6,96E-04 | -6,96E-04 | -9,96E-11
1 -106,9 | 6,915 | 7,32E-04 | -7,32E-04 | -8,89E-11
1,05 | -111,1 | 6,987 | 7,67E-04 | -7,67E-04 | -7,91E-11
11 |-1158 | 7,066 | 8,03E-04 | -8,03E-04 | -6,89E-11
1,15 | -121,1 | 7,156 | 8,38E-04 | -8,38E-04 | -5,85E-11
1,2 | -127,1 | 7,258 | 8,74E-04 | -8,74E-04 | -4,82E-11
1,25 | -133,3 | 7,363 | 9,09E-04 | -9,09E-04 | -3,94E-11
13 | -141,7 | 7,505 | 9,44E-04 | -9,44E-04 | -2,95E-11
1,35 | -153 7,697 | 9,79E-04 | -9,79E-04 | -1,97E-11
14 |-171,7 | 8,014 | 1,01E-03 | -1,01E-03 | -9,82E-12
1,45 | -219,3 | 8,821 | 1,05E-03 | -1,05E-03 | -1,58E-12
15 |-280 9,850 | 1,08E-03 | -1,08E-03 | -1,53E-13
1,55 | -302,3 | 10,228
16 | -3155 | 10,452
1,65 | -324,7 | 10,608
1,7 |-331,9 | 10,730
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Cizelge 4.1. Glibenklamidin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri
(Devam)

1,75 | -337,6 | 10,827
1,8 |-342,4 | 10,908
1,85 | -346,6 | 10,979
19 |-350,2 | 11,040
1,95 | -353,4 | 11,095
2 -356,3 | 11,144
2,05 | -358,8 | 11,186
2,1 |-361,2 | 11,227
2,15 | -363,3 | 11,262
2,2 | -365,3 | 11,296
2,25 | -367,2 | 11,328
2,3 | -368,9 | 11,357
2,35 | -370,5 | 11,384
24 | -372 11,410
2,45 | -373,4 | 11,434
2,5 | -374,9 | 11,459

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.10° da verilmistir. Sekil 4.10°
dan gorildigi gibi bilesik tek doniim noktal: titrasyon grafigi vermektedir. PKPOT
programi ile hesaplanan pK; degeri 6,570 + 0,023 dir.

O :itr. 1

0.0
500 |
-1000
-150.0
2000
-2500
-3000

-3500

-400.0 1 1 1 1 1 ]
0.0

Volume (ml)

Sekil 4.10. % 40 THF ortaminda Glibenklamid i¢in PKPOT grafigi

Glibenklamid igin grafiksel metotla Z*H" degerlerine karsi Z degerleri grafige
gecirildiginde Sekil 4.11°deki gibi bir dogru elde edilir. Bu dogrunun denkleminden

kesiminin negatif degeri alinarak C, derisimi 1,04x10 olarak bulunmustur. Yine
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denklemin egim degerinden de K, degerinin 3,48x10° oldugu bulunmustur. Buradan

pKa degeri 6,542 olarak hesaplanmustir.

-0,0002

-0,0004

-0,0006

-0,0008

-0,0010

0,0000

Equation
Pearson's r

Adj. R-Square

y=a+b*
-0,99988
0,99975

B Intercept
B Slope

Value Standard Error
-0,00104 1,69576E-6
-3,48002E6 = 11202,29966

T T T T T T T T T T T '
-2,50E-010 -2,00E-010 -1,50E-010 -1,00E-010 -5,00E-011 0,00E+000
Z*H"

Sekil 4.11. % 40 THF ortaminda Glibenklamid igin Z*H" - Z grafigi

Glibenklamid

igin

pKa tayininde

®-pH

Ve

Gran fonksiyonlarindan da

yararlanilmistir. ®-pH grafiginde, ®’nin 0,5 degerine karsilik gelen pH degeri, Gran

grafiginde ise, dogru denkleminin egim degerinin negatif logaritmas1 pK, degerini

verir. Buna gore ®-pH grafiginden pK, degeri 6,563, Gran grafiginden ise 6,556

olarak hesaplanmistir. Grafikler Sekil 4.12°de verilmistir.

3,0E-07

2,0E-07

Vy*H]

1,0E-07

0,0E+00

y =-2,78E-07x + 4,01E-07
2=1,00E+00

05 1 15
Vb

12

Sekil 4.12. Glibenklamid i¢in % 40 THF-su ortaminda Gran ve ®-pH grafikleri

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.
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4.2.2. Glimepiridin % 40 (v/v) THF-su ikili karisitmindaki potansiyometrik
titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1,0x10° M’lLik ¢Ozeltisinden 40 mL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCI
iceren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,
Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi mV degerleri E° degeri
kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir. Yine grafiksel yontemle pK,

hesaplanmasinda kullanilacak olan M ve Z degerleri de hesaplanmistir.

Cizelge 4.2. Glimepiridin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL mV pH M 4 Z*H"

0 12,3 | 4,895 | 0,00E+00 | -1,27E-05 | -1,62E-10
0,05 | -13,7 | 5,335 | 3,75E-05 | -4,21E-05 | -1,94E-10
0,1 | -283 | 5583 | 7,48E-05 | -7,74E-05 | -2,02E-10
0,15 | -388 | 5,761 | 1,12E-04 | -1,14E-04 | -1,97E-10
0,2 -47 5,900 | 1,49E-04 | -151E-04 | -1,89E-10
0,25 | -53,7 | 6,014 | 1,86E-04 | -1,87E-04 | -1,82E-10
0,3 -59 6,103 | 2,23E-04 | -2,24E-04 | -1,77E-10
0,35 | -639 | 6,186 | 2,60E-04 | -2,61E-04 | -1,70E-10
04 | -683 | 6,261 | 2,97E-04 | -2,98E-04 | -1,63E-10
045 | -726 | 6,334 | 3,34E-04 | -3,34E-04 | -1,55E-10
0,5 | -76,6 | 6,402 | 3,70E-04 | -3,71E-04 | -147E-10
055 | -805 | 6,468 | 4,07E-04 | -4,07E-04 | -1,39E-10
06 | -842 | 6531 | 443E-04 | -4,44E-04 | -1,31E-10
0,65 | -878 | 6,592 | 4,80E-04 | -4,80E-04 | -1,23E-10
0,7 | 913 | 6,651 | 516E-04 | -5,16E-04 | -1,15E-10
0,75 | -949 | 6,712 | 552E-04 | -5,52E-04 | -1,07E-10
08 | -985 | 6,773 | 588E-04 | -5,88E-04 | -9,92E-11
0,85 | 1024 | 6,839 | 6,24E-04 | -6,24E-04 | -9,04E-11
0,9 | -106,2 | 6,904 | 6,60E-04 | -6,60E-04 | -8,24E-11
0,95 | -110,4 | 6,975 | 6,96E-04 | -6,96E-04 | -7,38E-11

1 |-1146 | 7,046 | 7,32E-04 | -7,32E-04 | -6,58E-11
1,05 | -119,1 | 7,122 | 7,67E-04 | -7,67E-04 | -5,79E-11
11 | -124 | 7,205 | 8,03E-04 | -8,03E-04 | -5,00E-11
1,15 | -129,4 | 7,297 | 8,38E-04 | -8,38E-04 | -4,23E-11
12 | -135,6 | 7,402 | 8,74E-04 | -8,74E-04 | -3,46E-11
1,25 | -143,2 | 7,531 | 9,09E-04 | -9,09E-04 | -2,68E-11
13 | -152,4 | 7,687 | 9,44E-04 | -9,44E-04 | -1,94E-11
1,35 | -166,3 | 7,923 | 9,79E-04 | -9,79E-04 | -1,17E-11
14 |-1915]| 8,350 | 1,01E-03 | -1,01E-03 | -4,53E-12
1,45 | -256,1 | 9,445 | 1,05E-03 | -1,05E-03 | -3,77E-13
15 | -291,3 | 10,042 | 1,08E-03 | -1,08E-03 | -9,85E-14
1,55 | -308,4 | 10,332 | 1,12E-03 | -1,12E-03 | -5,22E-14
16 | -319,1 | 10,513 | 1,15E-03 | -1,15E-03 | -3,54E-14
1,65 | -327,2 | 10,650 | 1,19E-03 | -1,19E-03 | -2,66E-14
1,7 | -333,8 | 10,762
1,75 | -338,7 | 10,845
1,8 | -342,9 | 10,917
1,85 | -346,9 | 10,984
19 | -350,4 | 11,044
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Cizelge 4.2. Glimepiridin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri (Devam)

mL mV pH M Z Z*H"
1,95 | -353,5 | 11,096

2 -356,2 | 11,142
2,05 | -358,8 | 11,186
2,1 -361 | 11,223
2,15 | -363,1 | 11,259
2,2 -365 | 11,291
2,25 | -366,8 | 11,322
2,3 | -368,5 | 11,351
2,35 | -370,1 | 11,378
24 | -3716 | 11,403
245 | -373,1 | 11,428
2,5 | 3745 | 11452

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.13” te verilmistir. Sekil 4.13’
ten gortldigi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir. PKPOT
programi ile hesaplanan pK; degeri 6,703 + 0,023 diir.

O :titr. 1

500

-100.0

-150.0

2000

2500

-300.0

-350.0

-400.0 I I I I I )
0.0 0.5 10 15 20 25 30

Volume (ml)

Sekil 4.13. % 40 THF ortaminda Glimepirid i¢in PKPOT grafigi

Glimepirid icin grafiksel metotla Z*H™ degerlerine karsi Z degerleri grafige
gecirildiginde Sekil 4.14°deki gibi bir dogru elde edilir. Bu dogrunun denkleminden
kesiminin negatif degeri alinarak C, derisimi 1,03x10° olarak bulunmustur. Yine
denklemin egim degerinden de K, degerinin 4,478x10” oldugu bulunmustur. Buradan

pKa degeri 6,651 olarak hesaplanmistir.
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=a+ b"
-0,0002 Equation y=a X
Pearson's r -0,99995

Adj. R-Square 0,9999
-0,0003

Value Standard Error
B Intercept -0,00103 9,86172E-7
-0,0004 B Slope -4,4787E6  10036,93647

-0,0005

-0,0006

-0,0007

-0,0008

-0,0009 ~

-0,0010 -

-1,44E-010 -9,60E-011 -4,80E-011 0,00E+000
Z*H"

Sekil 4.14. % 40 THF ortaminda Glimepirid i¢in Z*H" - Z grafigi

Glimepirid icin pK, tayininde ®-pH ve Gran fonksiyonlarindan da yararlanilmistir.
®-pH grafiginde, ®’nin 0,5 degerine karsilik gelen pH degeri, Gran grafiginde ise
dogru denkleminin egim degerinin negatif logaritmasi1 pK, degerini verir. Buna gore
®-pH grafiginden pK, degeri 6,682, Gran grafiginden ise 6,668 olarak
hesaplanmistir. Grafikler Sekil 4.15°de verilmistir.

y = -2,15E-07x + 3,06E-07
2 0E-07 | R? = 1,00E+00 12
10
; 1,0E-07 - s
> 6
0,0E+00 ‘ 4 - ‘ : ‘ :
0 05 1 15 0 05 1 15 2
V, o

Sekil 4.15. Glimepirid i¢in %40 THF-su ortaminda Gran ve ®-pH grafikleri

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.

4.2.3. Gliklazidin % 40 (v/v) THF-su ikili karisimindaki potansiyometrik
titrasyon grafikleri

Bu bilesigin l,OxlO'3 M’lik ¢ozeltisinden 40 mL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCI
iceren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,
Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi mV degerleri E° degeri
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kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir.

Yine grafiksel

yontemle pK,

hesaplanmasinda kullanilacak olan M ve Z degerleri de hesaplanmuistir.

Cizelge 4.3. Gliklazidin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL mV pH M Z Z*H"

0 134 | 4876 | 0,00E+00 | -1,33E-05 | -1,77E-10
005] -10,8 | 5286 | 3,75E-05 | -4,26E-05 | -2,21E-10
01 | -24,7 | 5522 | 748E-05 | -7,78E-05 | -2,34E-10
0,15] -351 | 5698 | 1,12E-04 | -1,14E-04 | -2,29E-10
02 | 425 | 5824 | 149E-04 | -151E-04 | -2,26E-10
025] 491 | 5936 | 1,86E-04 | -1,87E-04 | -2,17E-10
03 | -54,7 | 6,031 | 2,23E-04 | -2,24E-04 | -2,09E-10
035] -59,8 | 6117 | 2,60E-04 | -2,61E-04 | -1,99E-10
04 | -644 | 6,195 | 297E-04 | -2,98E-04 | -1,90E-10
045 | -688 | 6,270 | 3,34E-04 | -3,34E-04 | -1,80E-10
05 | -72,7 | 6,336 | 3,70E-04 | -3,71E-04 | -1,71E-10
055 | -76,7 | 6,403 | 4,07E-04 | -4,07E-04 | -1,61E-10
06 | -804 | 6,466 | 443E-04 | -4,44E-04 | -1,52E-10
065| -842 | 6531 | 4,80E-04 | -4,80E-04 | -1,41E-10
0,7 | -878 | 6,592 | 516E-04 | -5,16E-04 | -1,32E-10
0,75] -914 | 6,653 | 552E-04 | -552E-04 | -1,23E-10
0,8 -95 6,714 | 5,88E-04 | -5,88E-04 | -1,14E-10
085] -986 | 6,775 | 6,24E-04 | -6,24E-04 | -1,05E-10
0,9 |-102,6 | 6,843 | 6,60E-04 | -6,60E-04 | -9,49E-11
0,95 ] -106,6 | 6,910 | 6,96E-04 | -6,96E-04 | -8,56E-11

1 |-1109 ]| 6,983 | 7,32E-04 | -7,32E-04 | -7,60E-11
105 | -1155| 7,061 | 7,67E-04 | -7,67E-04 | -6,66E-11
1,1 | -120,9 | 7,153 | 8,03E-04 | -8,03E-04 | -5,65E-11
1,15 | -126,4 | 7,246 | 8,38E-04 | -8,38E-04 | -4,76E-11
12 | -133,1 | 7,360 | 8,74E-04 | -8,74E-04 | -3,82E-11
1,25 | -1412 | 7,497 | 9,09E-04 | -9,09E-04 | -2,89E-11
13 | -151,4 | 7,670 | 9,44E-04 | -9,44E-04 | -2,02E-11
1,35 | -166,9 | 7,933 | 9,79E-04 | -9,79E-04 | -1,14E-11
14 |-202,3 | 8533 | 1,01E-03 | -1,01E-03 | -2,97E-12
1,45 | -272,3 | 9,720 | 1,05E-03 | -1,05E-03 | -2,00E-13
1,5 | -296,8 | 10,135
1,55 | -310,9 | 10,374
1,6 | -321,2 | 10,549
1,65 | -328,7 | 10,676
1,7 | -334,8 | 10,779
1,75 | -339,8 | 10,864
1,8 | -344,1 | 10,937
1,85 | -347,7 | 10,998
19 | -351 | 11,054
195 | -354,1 | 11,106

2 | -356,6 | 11,149
2,05 | -359 | 11,189
2,1 | -361,2 | 11,227
2,15 | -363,3 | 11,262
2,2 | -365,2 | 11,295
2,25 | -367,1 | 11,327
2,3 | -368,7 | 11,354
2,35 | -370,3 | 11,381

72



Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.16° da verilmistir. Sekil 4.16°
dan goriildigi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir. PKPOT
programi ile hesaplanan pK, degeri 6,635 + 0,024’ diir.

emf. (mV,
500 (m

O :titr. 1

0.0
500
-1000
-1500
-2000

2500

-3000

. . . . . )
05 10 15 20 25 30
Volume (ml)

Sekil 4.16. % 40 THF ortaminda Gliklazid i¢in PKPOT grafigi

Gliklazid igin grafiksel metotla Z*H" degerlerine karsi Z degerleri grafige
gecirildiginde Sekil 4.17°deki gibi bir dogru elde edilir. Bu dogrunun denkleminden
kesiminin negatif degeri aliarak C, derisimi 1,02x10° olarak bulunmustur. Yine
denklemin egim degerinden de K, degerinin 3,823x10° oldugu bulunmustur. Buradan

pKa degeri 6,582 olarak hesaplanmistir.

0,0000 Equation y=a+bx
Pearson's r -0,99996
Adj. R-Square 0,99992
Value Standard Error
-0,0002 B Intercept -0,00102  9,53192E-7
B Slope 38230266 7040,92955

-0,0004 A
N -0,0006 +
-0,0008
-0,0010 A
T T T T
-2,07E-010 -1,38E-010 -6,90E-011 0,00E+000
Z*H"

Sekil 4.17. % 40 THF ortaminda Gliklazid icin Z*H" - Z grafigi
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Gliklazid icin pK, tayininde ®-pH ve Gran fonksiyonlarindan da yararlanilmistir. ®-
pH grafiginde, ®’nin 0,5 degerine karsilik gelen pH degeri, Gran grafiginde ise
dogru denkleminin egim degerinin negatif logaritmasi1 pK, degerini verir. Buna gore
®-pH grafiginden pK, degeri 6,622, Gran grafiginden ise 6,599 olarak
hesaplanmistir. Grafikler sekil 4.18’de verilmistir.

y =-2,52E-07x + 3,55E-07
3,0E-07 - R? = 1,00E+00 12
— 10
‘+£ 2,0E-07 + o
*_ %_
> 1,0E-07 A 6
O'OE+OO 4 A T T T 1
0 0,5 1 15 0 0,5 1 15 2

Sekil 4.18. Gliklazid i¢in %40 THF-su ortaminda Gran ve ®-pH grafikleri

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.

4.2.4. Glipizidin % 40 (v/v) THF-su ikili karisimindaki potansiyometrik
titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1,0x10° M’lik ¢ozeltisinden 40 mL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCI
iceren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,
Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelgeden goriildigii gibi mV degerleri E° degeri
kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir.

Cizelge 4.4. Glipizidin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL | mV pH M z Z*H"

0 16,2 | 4,829 | 0,00E+00 | -1,48E-05 | -2,20E-10
0,05 -39 | 5169 | 3,75E-05 | -4,42E-05 | -2,99E-10
0,1 | -18,3 | 5,413 | 7,48E-05 | -7,87E-05 | -3,04E-10
0,15 | -28,8 | 5591 | 1,12E-04 | -1,15E-04 | -2,94E-10
0,2 | -37,2 | 5734 | 1,49E-04 | -1,51E-04 | -2,79E-10
0,25 | -44 |5,849 | 1,86E-04 | -1,88E-04 | -2,66E-10
0,3 | -49,9 | 5,949 | 2,23E-04 | -2,24E-04 | -2,52E-10
0,35 | -55 | 6,036 | 2,60E-04 | -2,61E-04 | -2,41E-10
04 |-599 |6,119 | 297E-04 | -2,98E-04 | -2,27E-10
0,45 | -64,3 | 6,193 | 3,34E-04 | -3,34E-04 | -2,14E-10
0,5 | -68,3 | 6,261 | 3,70E-04 | -3,71E-04 | -2,03E-10
0,55 | -72,2 | 6,327 | 4,07E-04 | -4,07E-04 | -1,92E-10
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Cizelge 4.4. Glipizidin % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri (Devam)

mL mV pH M Z Z*H"
06 | -76,1 | 6,393 | 443E-04 | -4,44E-04 | -1,79E-10
0,65| -79,8 | 6,456 | 4,80E-04 | -4,80E-04 | -1,68E-10
0,7 | -834 | 6,517 | 516E-04 | -5,16E-04 | -1,57E-10
0,75 | -87,1 | 6,580 | 552E-04 | -5,52E-04 | -1,45E-10
08 | -90,7 | 6,641 | 588E-04 | -5,88E-04 | -1,35E-10
0,85 | -943 | 6,702 | 6,24E-04 | -6,24E-04 | -1,24E-10
09 | -984 | 6,771 | 6,60E-04 | -6,60E-04 | -1,12E-10
0,95 | -102,3 | 6,838 | 6,96E-04 | -6,96E-04 | -1,01E-10
1 |-106,4| 6,907 | 7,32E-04 | -7,32E-04 | -9,07E-11
1,05 | -110,9 | 6,983 | 7,67E-04 | -7,67E-04 | -7,98E-11
1,1 | -1156 | 7,063 | 8,03E-04 | -8,03E-04 | -6,95E-11
1,15 ] -121,1 | 7,156 | 8,38E-04 | -8,38E-04 | -5,85E-11
1,2 | -126,8 | 7,253 | 8,74E-04 | -8,74E-04 | -4,88E-11
125] -134 | 7,375 | 9,09E-04 | -9,09E-04 | -3,83E-11
13 | -1426 | 7,521 | 9,44E-04 | -9,44E-04 | -2,85E-11
1,35 | -153,4 | 7,704 | 9,79E-04 | -9,79E-04 | -1,94E-11
14 |-1704 | 7,992 | 1,01E-03 | -1,01E-03 | -1,03E-11
1,45 | -210,3 | 8,668 | 1,05E-03 | -1,05E-03 | -2,25E-12
15 | -266,3 | 9,618 | 1,08E-03 | -1,08E-03 | -2,61E-13
1,55 | -295,9 | 10,120
16 | -311,4 | 10,382
1,65 | -321,4 | 10,552
1,7 | -329,3 | 10,686
1,75 | -335,4 | 10,789
1,8 | -340,5 | 10,876
1,85 | -344,7 | 10,947
19 | -348,4 | 11,010
1,95 | -351,8 | 11,067
2 | -354,7 | 11,117
2,05 | -357,4 | 11,162
2,1 | -359,8 | 11,203
2,15 | -362 | 11,240
2,2 | -364,1 | 11,276
2,25 | -366 | 11,308
2,3 | -367,7 | 11,337
2,35 | -369,4 | 11,366
24 | -371 | 11,393
2,45 | -372,5 | 11,418
2,5 | -373,9 | 11,442

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.19” da verilmistir. Sekil 4.19°
dan goriildiigii gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir. PKPOT
programt ile hesaplanan pK, degeri 6,599 + 0,024 djir.
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Sekil 4.19. % 40 THF ortaminda Glipizid i¢in PKPOT grafigi

Glipizid icin grafiksel metotla Z*H® degerlerine karst1 Z degerleri grafige

gegirildiginde Sekil 4.20°deki gibi bir dogru elde edilir. Bu dogrunun denkleminden

kesiminin negatif degeri alarak C, derisimi 1,02x10 olarak bulunmustur. Yine

denklemin egim degerinden de K, degerinin 3,15x10" oldugu bulunmustur. Buradan

pKa degeri 6,502 olarak hesaplanmustir.

-0,0001 -

-0,0002

-0,0003

-0,0004

-0,0005

-0,0006

-0,0007

-0,0008

-0,0009

Equation y=a+b*x
Pearson's r -0,99968
Adj. R-Square 0,99933
Value Standard Error
B Intercept -0,00102 3,15363E-6
B Slope -3,17491E6  18928,43909
T T T T
-2,76E-010 -2,07E-010 -1,38E-010 -6,90E-011
ZHH'

Sekil 4.20. % 40 THF ortaminda Glipizid i¢in Z*H" - Z grafigi

®-pH grafiginden pK, degeri  6,548; Gran grafiginden de 6,523 olarak

hesaplanmistir. ®-pH grafiginden ve Gran fonksiyonlarindan da yararlanilarak elde

edilen grafikler Sekil 4.2

1’de verilmistir.
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Sekil 4.21. Glipizid i¢in % 40 THF-su ortaminda Gran ve ®-pH grafikleri

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.

4.3. Tiyazolidindionlarin Potansiyometrik Yontemle iyonlasma Sabiti Tayini

4.3.1. Pioglitazon HCI % 40 (v/v) THF-su ikili karisimindaki potansiyometrik
titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1,0x10° M’lik ¢zeltisinden 40 mL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCI

igeren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,

Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi mV degerleri E° degeri

kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir. Grafiksel yontemle hesaplama icin gerekli

oy, o1, 0p Ve 2 — 7 degerleri de Cizelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Pioglitazon HCI % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL mV pH (V7] ol Oo 2—n

0 |921] 3542 | 7,47E-01 | 2,53E-01 | 9,04E-05 | 0,253
0,05 | 90,2 | 3,574 | 7,33E-01 | 2,67E-01 | 1,03E-04 | 0,267
0,1 | 88,2 | 3,608 | 7,17E-01 | 2,83E-01 | 1,18E-04 | 0,283
0,15 | 86,3 | 3,640 | 7,02E-01 | 2,98E-01 | 1,34E-04 | 0,298
0,2 | 84,3 | 3,674 | 6,85E-01 | 3,15E-01 | 1,52E-04 | 0,315
0,25 | 82,3 | 3,708 | 6,68E-01 | 3,32E-01 | 1,74E-04 | 0,332
0,3 | 80,3 | 3,742 | 6,51E-01 | 3,49E-01 | 1,98E-04 | 0,350
0,35 | 78,1 | 3,779 | 6,31E-01 | 3,69E-01 | 2,28E-04 | 0,369
0,4 | 75,8 | 3,818 | 6,10E-01 | 3,90E-01 | 2,63E-04 | 0,391
0,45 | 73,4 | 3,859 | 5,87E-01 | 4,12E-01 | 3,06E-04 | 0,413
05 | 71,11 3,898 | 5,65E-01 | 4,34E-01 | 3,52E-04 | 0,435
0,55 | 68,7 | 3,938 | 5,42E-01 | 4,57E-01 | 4,08E-04 | 0,458
0,6 | 66,2 | 3,981 | 5,18E-01 | 4,82E-01 | 4,73E-04 | 0,483
0,65 | 63,6 | 4,025 | 4,92E-01 | 5,07E-01 | 5,51E-04 | 0,508
0,7 | 60,8 | 4,072 | 4,65E-01 | 5,34E-01 | 6,48E-04 | 0,536
0,75 | 57,8 | 4,123 | 4,36E-01 | 5,63E-01 | 7,68E-04 | 0,565
0,8 | 54,8 | 4,174 | 4,07E-01 | 5,92E-01 | 9,07E-04 | 0,593
0,85 | 51,7 | 4,227 | 3,79E-01 | 6,20E-01 | 1,07E-03 | 0,622
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Cizelge 4.5. Pioglitazon HCI % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri
(Devam)

mL mVv pH V7] ol Og 2—n
0,9 48,2 4,286 | 3,47E-01 | 6,52E-01 | 1,29E-03 | 0,654
0,95 | 44,6 4,347 | 3,16E-01 | 6,83E-01 | 1,56E-03 | 0,686

1 40,6 4,415 | 2,83E-01 | 7,15E-01 | 1,91E-03 | 0,719
1,05 | 36,2 4,489 | 2,49E-01 | 7,48E-01 | 2,37E-03 | 0,753
1,1 31,4 4,571 | 2,16E-01 | 7,81E-01 | 2,99E-03 | 0,787
1,15 | 26,1 4,661 | 1,83E-01 | 8,13E-01 | 3,82E-03 | 0,821
1,2 19,9 4,766 | 1,49E-01 | 8,46E-01 | 5,06E-03 | 0,856
1,25 12 4,900 | 1,14E-01 | 8,79E-01 | 7,16E-03 | 0,893
1,3 2 5,069 | 7,97E-02 | 9,09E-01 | 1,10E-02 | 0,931
1,35 | -10,1 | 5,274 | 5,09E-02 | 9,31E-01 | 1,80E-02 | 0,967
14 | -23,1 | 5495 | 3,09E-02 | 9,39E-01 | 3,01E-02 | 0,999
1,45 | -353 | 5,702 | 1,91E-02 | 9,33E-01 | 4,82E-02 | 1,029
15 | -452 | 5,869 | 1,27E-02 | 9,18E-01 | 6,98E-02 | 1,057
1,55 | -53,3 | 6,007 | 9,09E-03 | 8,97E-01 | 9,36E-02 | 1,085
16 | -60,1 | 6,122 | 6,79E-03 | 8,74E-01 | 1,19E-01 | 1,112
165 | 66,2 | 6,225 | 519E-03 | 8,48E-01 | 1,46E-01 | 1,141
1,7 | -71,7 | 6,319 | 4,05E-03 | 8,20E-01 | 1,75E-01 | 1,171
1,75 | -76,4 | 6,398 | 3,26E-03 | 7,93E-01 | 2,04E-01 | 1,201
1,8 -81 6,476 | 2,62E-03 | 7,63E-01 | 2,35E-01 | 1,232
1,85 -85 6,544 | 2,16E-03 | 7,34E-01 | 2,64E-01 | 1,262
19 | -888 | 6,609 | 1,78E-03 | 7,04E-01 | 2,94E-01 | 1,292
195 | 92,7 | 6,675 | 1,46E-03 | 6,72E-01 | 3,26E-01 | 1,325

2 -96,3 | 6,736 | 1,21E-03 | 6,41E-01 | 3,58E-01 | 1,357
2,05 | -100 6,799 | 9,93E-04 | 6,07E-01 | 3,92E-01 | 1,391
2,1 | -103,5 | 6,858 | 8,19E-04 | 5,74E-01 | 4,25E-01 | 1,424
2,15 | -107,3 | 6,922 | 6,61E-04 | 5,38E-01 | 4,62E-01 | 1,461
2,2 | -110,8 | 6,982 | 540E-04 | 5,04E-01 | 4,96E-01 | 1,495
2,25 | -114,7 | 7,048 | 4,29E-04 | 4,66E-01 | 5,34E-01 | 1,533
2,3 | -118,3 | 7,109 | 3,45E-04 | 4,31E-01 | 5,69E-01 | 1,568
2,351]-1213 | 7,160 | 2,87E-04 | 4,03E-01 | 5,97E-01 | 1,597
2,4 | -1252 | 7,226 | 2,24E-04 | 3,67E-01 | 6,33E-01 | 1,633
2,45 | -129,5 | 7,299 | 1,70E-04 | 3,29E-01 | 6,71E-01 | 1,671
25 | -1342 | 7,378 | 1,25E-04 | 2,90E-01 | 7,10E-01 | 1,710
2,55 | -139,3 | 7,465 | 8,83E-05 | 2,50E-01 | 7,50E-01 | 1,749
2,6 | -1444 | 7551 | 6,21E-05 | 2,15E-01 | 7,85E-01 | 1,785
2,65 | -151,1 | 7,665 | 3,87E-05 | 1,74E-01 | 8,26E-01 | 1,826
2,7 | -158,7 | 7,794 | 2,24E-05 | 1,35E-01 | 8,65E-01 | 1,865
2,75 | -168,8 | 7,965 | 1,06E-05 | 9,55E-02 | 9,04E-01 | 1,904
2,8 | -183,1 | 8,207 | 3,64E-06 | 5,70E-02 | 9,43E-01 | 1,943
2,85 | -209,7 | 8,658 | 4,73E-07 | 2,09E-02 | 9,79E-01 | 1,979
2,9 -258 9,477 | 1,11E-08 | 3,24E-03 | 9,97E-01 | 1,997
2,95 | -288,7 | 9,998 | 1,01E-09 | 9,78E-04 | 9,99E-01 | 1,999

3 -304,5 | 10,265 | 2,95E-10 | 5,28E-04 | 9,99E-01 | 1,999
3,05 | -312 | 10,393 | 1,64E-10 | 3,94E-04 | 1,00E+00
3,1 | -320,7 | 10,540 | 8,32E-11 | 2,81E-04 | 1,00E+00
3,15 | -327,9 | 10,662 | 4,74E-11 | 2,12E-04 | 1,00E+00
3,2 | -333,7 | 10,761 | 3,02E-11 | 1,69E-04 | 1,00E+00
3,25 | -338,6 | 10,844 | 2,06E-11 | 1,40E-04 | 1,00E+00
3,3 | -342,5 | 10,910 | 1,52E-11 | 1,20E-04 | 1,00E+00
3,35 | -346,3 | 10,974 | 1,13E-11 | 1,03E-04 | 1,00E+00
3,4 | -349,3 | 11,025 | 8,93E-12 | 9,19E-05 | 1,00E+00
3,45 | -351,6 | 11,064 | 7,46E-12 | 8,40E-05 | 1,00E+00
3,5 | -354,2 | 11,108 | 6,09E-12 | 7,59E-05 | 1,00E+00
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Cizelge 4.5. Pioglitazon

HCI % 40 (v/iv) THF-su ortaminda titrasyon verileri

(Devam)

mL mVv pH V7] ol Og 2—n
3,55 | -356,6 | 11,149 | 5,05E-12 | 6,91E-05 | 1,00E+00
3,6 | -358,8 | 11,186 | 4,25E-12 | 6,34E-05 | 1,00E+00
3,65 | -361 | 11,223 | 3,58E-12 | 5,82E-05 | 1,00E+00
3,7 | -362,9 | 11,256 | 3,09E-12 | 5,41E-05 | 1,00E+00
3,75 | -364,7 | 11,286 | 2,68E-12 | 5,04E-05 | 1,00E+00
3,8 | -366,6 | 11,318 | 2,31E-12 | 4,68E-05 | 1,00E+00
3,85 | -368,2 | 11,345 | 2,04E-12 | 4,40E-05 | 1,00E+00
3,9 |-369,8 | 11,373 | 1,80E-12 | 4,13E-05 | 1,00E+00
3,95 | -371,2 | 11,396 | 1,61E-12 | 3,91E-05 | 1,00E+00
4 -372,6 | 11,420 | 1,45E-12 | 3,70E-05 | 1,00E+00
4,05 | -373,9 | 11,442 | 1,31E-12 | 3,52E-05 | 1,00E+00
4,1 -375 | 11,461 | 1,20E-12 | 3,37E-05 | 1,00E+00
4,15 | -376,2 | 11,481 | 1,09E-12 | 3,22E-05 | 1,00E+00
4,2 | -377,3 | 11,500 | 1,00E-12 | 3,08E-05 | 1,00E+00
425 | -378 | 11,512 | 9,50E-13 | 3,00E-05 | 1,00E+00

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.22°de

verilmigtir. PKPOT

programi ile hesaplanan pKj; degeri 4,012 + 0,042; pKa, degeri ise 6,989 + 0,026dir.
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O :titr. 1

Volume (ml)

Sekil 4.22. % 40 THF ortaminda Pioglitazon HCI i¢in PKPOT grafigi

Grafiksel metotla hesaplama yonteminde pH’ya kars1 2-n grafigi ¢izildiginde pH

ekseninde 0,5 ve 1,5 degerlerine karsilik gelen pH degerleri pKa1 ve pKa, degerlerini
vermektedir (Sekil 4.23). Buna gore pKa; degeri 4,025; pKa, degeri ise 7,015 olarak

hesaplanmastir.
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Sekil 4.23. % 40 THF ortaminda Pioglitazon HCI i¢in pH-(2-n )grafigi

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.

4.3.2. Rosiglitazon Maleat % 40 (v/v) THF-su ikili karisimindaki
potansiyometrik titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1,0x10° M’lLik ¢ozeltisinden 40 mL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCI

iceren ortamda ayarli KOH (0,03 M) titrant derisimi ile titre edilmistir. Veriler,

Cizelge 4.6°da verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi mV degerleri E° degeri

kullanilarak pH olarak da ifade edilmistir. Grafiksel yontemle hesaplama igin gerekli

a3, o, 01, 0p Ve 3-1t degerleri de Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Rosiglitazon Maleat % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri

mL mV pH o3 Ol ol Op 3-n

0 69,8 | 3,920 | 8,90E-01 | 1,10E-01 | 6,56E-04 | 1,56E-07 | 0,111
0,05 | 66,2 | 3,981 | 8,75E-01 | 1,24E-01 | 8,55E-04 | 2,34E-07 | 0,126
0,1 62 | 4,052 | 8,56E-01 | 1,43E-01 | 1,16E-03 | 3,75E-07 | 0,145
0,15 | 57,5 | 4,128 | 8,33E-01 | 1,66E-01 | 1,60E-03 | 6,18E-07 | 0,169
0,2 | 53,7 | 4,193 | 8,11E-01 | 1,87E-01 | 2,10E-03 | 9,39E-07 | 0,191
0,25 | 49,9 | 4,257 | 7,87E-01 | 2,11E-01 | 2,74E-03 | 1,42E-06 | 0,216
0,3 | 46,3 | 4,318 | 7,62E-01 | 2,35E-01 | 3,52E-03 | 2,10E-06 | 0,242
0,35 | 42,7 | 4,379 | 7,35E-01 | 2,61E-01 | 4,49E-03 | 3,09E-06 | 0,270
0,4 | 39,3 | 4,437 | 7,08E-01 | 2,87E-01 | 5,64E-03 | 4,42E-06 | 0,298
0,45 | 35,8 | 4,496 | 6,78E-01 | 3,15E-01 | 7,11E-03 | 6,39E-06 | 0,329
05 | 32,4 | 4554 | 6,48E-01 | 3,43E-01 | 8,85E-03 | 9,08E-06 | 0,361
0,55 | 29,1 | 4610 | 6,17E-01 | 3,72E-01 | 1,09E-02 | 1,27E-05 | 0,394
0,6 | 26,1 | 4,661 | 5,88E-01 | 3,99E-01 | 1,31E-02 | 1,73E-05 | 0,425
0,65 | 22,8 | 4,717 | 556E-01 | 4,28E-01 | 1,61E-02 | 2,40E-05 | 0,461
0,7 | 19,5 | 4,773 | 5,22E-01 | 4,58E-01 | 1,95E-02 | 3,32E-05 | 0,497
0,75 | 16,1 | 4,830 | 4,88E-01 | 4,88E-01 | 2,38E-02 | 4,61E-05 | 0,536
0,8 13 | 4,883 | 4,56E-01 | 5,16E-01 | 2,83E-02 | 6,20E-05 | 0,572
0,85 | 9,5 | 4942 | 4,21E-01 | 5,45E-01 | 3,44E-02 | 8,62E-05 | 0,614
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Cizelge 4.6. Rosiglitazon Maleat % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri
(Devam)

0,9 6 5,001 | 3,86E-01 | 5,73E-01 | 4,14E-02 | 1,19E-04 | 0,656
095| 2,2 |5,066 | 3,49E-01 | 6,01E-01 | 5,04E-02 | 1,68E-04 | 0,702

1 -1,7 5132 | 3,12E-01 | 6,26E-01 | 6,11E-02 | 2,37E-04 | 0,749
105| -56 |[5,198 | 2,78E-01 | 6,48E-01 | 7,37E-02 | 3,33E-04 | 0,797
11 -9,6 | 5,266 | 2,44E-01 | 6,67E-01 | 8,86E-02 | 4,68E-04 | 0,845
1,15 | -13,9 [ 5,339 | 2,11E-01 | 6,81E-01 | 1,07E-O1 | 6,70E-04 | 0,898
12 | -18,6 | 5418 | 1,78E-01 | 6,91E-01 | 1,30E-01 | 9,80E-04 | 0,954
1,25 | -23,3 | 5/498 | 1,49E-01 | 6,93E-01 | 1,57E-01 | 1,42E-03 | 1,011
13 | -28,6 | 5588 | 1,20E-01 | 6,87E-01 | 1,92E-01 | 2,13E-03 | 1,076
1,35| -3355 | 5,671 | 9,69E-02 | 6,73E-01 | 2,27E-01 | 3,05E-03 | 1,136
14 | -385 | 5756 | 7,71E-02 | 6,51E-01 | 2,67E-01 | 4,37E-03 | 1,199
1,45 | -43,7 | 5,844 | 6,01E-02 | 6,21E-01 | 3,12E-01 | 6,25E-03 | 1,265
15 | -48,6 | 5927 | 4,69E-02 | 5,87E-01 | 3,57E-01 | 8,66E-03 | 1,328
155 | -53,2 | 6,005 | 3,67E-02 | 5,50E-01 | 4,01E-01 | 1,16E-02 | 1,388
16 | -57,7 | 6,081 | 2,86E-02 | 5,12E-01 | 4,44E-01 | 1,54E-02 | 1,446
165| -61,8 | 6,151 | 2,26E-02 | 4,74E-01 | 4,84E-01 | 1,96E-02 | 1,500
1,7 | -653 | 6,210 | 1,84E-02 | 4,42E-01 | 5,16E-01 | 2,40E-02 | 1,546
1,75 | -68,9 | 6,271 | 1,47E-02 | 4,08E-01 | 5,48E-01 | 2,93E-02 | 1,592
18 | -72,3 | 6,329 | 1,19E-02 | 3,76E-01 | 5,77E-01 | 3,53E-02 | 1,636
1,85 | -754 | 6,381 | 9,74E-03 | 3,47E-01 | 6,02E-01 | 4,15E-02 | 1,675
19 | -783 | 6,431 | 8,04E-03 | 3,21E-01 | 6,23E-01 | 4,81E-02 | 1,711
195| -81,1 | 6,478 | 6,66E-03 | 2,96E-01 | 6,42E-01 | 5,53E-02 | 1,746

2 -83,8 | 6,524 | 5,53E-03 | 2,73E-01 | 6,58E-01 | 6,30E-02 | 1,779
2,05 | -86,2 | 6,565 | 4,67E-03 | 2,54E-01 | 6,71E-01 | 7,06E-02 | 1,807
2,1 | -88,7 | 6,607 | 3,91E-03 | 2,34E-01 | 6,83E-01 | 7,91E-02 | 1,837
2,15 -91 | 6,646 | 3,31E-03 | 2,17E-01 | 6,92E-01 | 8,78E-02 | 1,864
2,2 | -93,3 | 6,685 | 2,80E-03 | 2,01E-01 | 7,00E-01 | 9,71E-02 | 1,891
2,25 | -955 | 6,722 | 2,38E-03 | 1,86E-01 | 7,05E-01 | 1,07E-01 | 1,916
23 | 976 | 6,758 | 2,03E-03 | 1,72E-01 | 7,09E-01 | 1,16E-01 | 1,940
2,35 ] -99,8 | 6,795 | 1,72E-03 | 1,59E-01 | 7,12E-01 | 1,27E-01 | 1,965
24 |-101,9 | 6,831 | 1,46E-03 | 1,46E-01 | 7,14E-01 | 1,39E-01 | 1,989
2,45 ] -103,9 | 6,865 | 1,25E-03 | 1,35E-01 | 7,14E-01 | 1,50E-01 | 2,012
2,5 | -105,8 | 6,897 | 1,07E-03 | 1,25E-01 | 7,12E-01 | 1,61E-01 | 2,033
2,55 | -107,8 | 6,931 | 9,16E-04 | 1,16E-01 | 7,10E-01 | 1,73E-01 | 2,056
2,6 | -109,7 | 6,963 | 7,86E-04 | 1,07E-01 | 7,06E-01 | 1,86E-01 | 2,078
2,65 | -111,7 | 6,997 | 6,67E-04 | 9,81E-02 | 7,02E-01 | 2,00E-01 | 2,100
2,7 | -113,4 | 7,026 | 5,80E-04 | 9,11E-02 | 6,96E-01 | 2,12E-01 | 2,119
2,75 | -115,2 | 7,056 | 5,00E-04 | 8,42E-02 | 6,90E-01 | 2,25E-01 | 2,140
2,8 | -117,1 | 7,088 | 4,26E-04 | 7,73E-02 | 6,82E-01 | 2,40E-01 | 2,162
2,85 | -119 | 7,121 | 3,62E-04 | 7,09E-02 | 6,74E-01 | 2,55E-01 | 2,183
2,9 | -120,8 | 7,151 | 3,11E-04 | 6,52E-02 | 6,65E-01 | 2,70E-01 | 2,204
2,95 | -122,7 | 7,183 | 2,64E-04 | 5,95E-02 | 6,54E-01 | 2,86E-01 | 2,226

3 | -1246 | 7,216 | 2,23E-04 | 5,43E-02 | 6,43E-01 | 3,03E-01 | 2,248
3,05 | -126,6 | 7,249 | 1,87E-04 | 4,92E-02 | 6,30E-01 | 3,21E-01 | 2,271
3,1 | -128,6 | 7,283 | 1,57E-04 | 4,45E-02 | 6,16E-01 | 3,39E-01 | 2,294
3,15 | -130,6 | 7,317 | 1,31E-04 | 4,02E-02 | 6,02E-01 | 3,58E-01 | 2,318
3,2 | -132,6 | 7,351 | 1,09E-04 | 3,63E-02 | 5,86E-01 | 3,77E-01 | 2,341
3,25 | -134,6 | 7,385 | 9,08E-05 | 3,26E-02 | 5,70E-01 | 3,97E-01 | 2,364
3,3 | -136,7 | 7,421 | 7,47E-05 | 2,91E-02 | 5,53E-01 | 4,18E-01 | 2,388
3,35 | -138,9 | 7,458 | 6,08E-05 | 2,58E-02 | 5,34E-01 | 4,40E-01 | 2,414
34 | -141 | 7,494 | 4,98E-05 | 2,30E-02 | 5,16E-01 | 4,61E-01 | 2,438
3,45 | -143,2 | 7,531 | 4,04E-05 | 2,03E-02 | 4,96E-01 | 4,83E-01 | 2,463
3,5 | -145,5 | 7,570 | 3,23E-05 | 1,78E-02 | 4,76E-01 | 5,06E-01 | 2,489
3,55 | -147,7 | 7,607 | 2,61E-05 | 1,56E-02 | 4,56E-01 | 5,29E-01 | 2,513
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Cizelge 4.6. Rosiglitazon Maleat % 40 (v/v) THF-su ortaminda titrasyon verileri
(Devam)

3,6 | -150,2 | 7,650 | 2,04E-05 | 1,35E-02 | 4,33E-01 | 5,54E-01 | 2,540
3,65 | -152,8 | 7,694 | 1,57E-05 | 1,15E-02 | 4,09E-01 | 5,79E-01 | 2,568
3,7 | -155,5| 7,739 | 1,20E-05 | 9,74E-03 | 3,85E-01 | 6,05E-01 | 2,596
3,75 | -158,7 | 7,794 | 8,65E-06 | 7,96E-03 | 3,57E-01 | 6,35E-01 | 2,627
38 | -162 | 7,850 | 6,15E-06 | 6,44E-03 | 3,28E-01 | 6,65E-01 | 2,659
3,85 | -1655| 7,909 | 4,27E-06 | 5,12E-03 | 2,99E-01 | 6,96E-01 | 2,690
39 |-169,2 | 7,972 | 2,89E-06 | 4,00E-03 | 2,70E-01 | 7,26E-01 | 2,722
3,95 | -1735| 8,045 | 1,82E-06 | 2,99E-03 | 2,39E-01 | 7,58E-01 | 2,755

4 |-178,4 | 8,128 | 1,07E-06 | 2,13E-03 | 2,06E-01 | 7,92E-01 | 2,790
4,05 | -183,7 | 8,218 | 6,00E-07 | 1,47E-03 | 1,74E-01 | 8,24E-01 | 2,823
41 |-190,7 | 8,336 | 2,76E-07 | 8,86E-04 | 1,38E-01 | 8,61E-01 | 2,860
4,15 | -199,1 | 8,479 | 1,07E-07 | 4,79E-04 | 1,04E-01 | 8,96E-01 | 2,895
4,2 | -209,7 | 8,658 | 3,22E-08 | 2,17E-04 | 7,12E-02 | 9,29E-01 | 2,928
4,25 | -227,7 | 8,963 | 4,06E-09 | 5,52E-05 | 3,66E-02 | 9,63E-01 | 2,963
4,3 | -255,8 | 9,440 | 1,55E-10 | 6,31E-06 | 1,25E-02 | 9,87E-01 | 2,987
435 | -2789 | 9,831 | 1,04E-11 | 1,05E-06 | 5,12E-03 | 9,95E-01 | 2,995
44 |-296,8 | 10,135 | 1,28E-12 | 2,60E-07 | 2,55E-03 | 9,97E-01 | 2,997
4,45 | -309,7 | 10,354 | 2,84E-13 | 9,49E-08 | 1,54E-03 | 9,98E-01 | 2,998
45 |-318,9 | 10,510 | 9,67E-14 | 4,63E-08 | 1,08E-03 | 9,99E-01 | 2,999
4,55 | -326,2 | 10,633 | 4,11E-14 | 2,62E-08 | 8,11E-04 | 9,99E-01 | 2,999
46 |-332,2 | 10,735 | 2,04E-14 | 1,64E-08 | 6,42E-04 | 9,99E-01 | 2,999
4,65 | -337,4 | 10,823 | 1,11E-14 | 1,09E-08 | 5,24E-04 | 9,99E-01 | 2,999
4,7 | -341,8 | 10,898 | 6,62E-15 | 7,75E-09 | 4,41E-04 | 1,00E+00 | 3,000
4,75 | -345,6 | 10,962 | 4,24E-15 | 5,76E-09 | 3,80E-04 | 1,00E+00 | 3,000
4,8 | -348,9 | 11,018 | 2,88E-15 | 4,45E-09 | 3,34E-04 | 1,00E+00 | 3,000
4,85 | -351,9 | 11,069 | 2,03E-15 | 3,52E-09 | 2,97E-04 | 1,00E+00 | 3,000
49 | -354,6 | 11,115 | 1,48E-15 | 2,85E-09 | 2,68E-04 | 1,00E+00 | 3,000
4,95 | -358,8 | 11,186 | 9,04E-16 | 2,06E-09 | 2,27E-04 | 1,00E+00 | 3,000

5 |-360,9 | 11,222 | 7,07E-16 | 1,74E-09 | 2,09E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,05 | -363 | 11,257 | 5,53E-16 | 1,48E-09 | 1,93E-04 | 1,00E+00 | 3,000
51 | -364,7 | 11,286 | 4,53E-16 | 1,30E-09 | 1,81E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,15 | -366,4 | 11,315 | 3,71E-16 | 1,14E-09 | 1,69E-04 | 1,00E+00 | 3,000
52 |-368,1 | 11,344 | 3,04E-16 | 9,95E-10 | 1,58E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,25 | -369,6 | 11,369 | 2,55E-16 | 8,85E-10 | 1,49E-04 | 1,00E+00 | 3,000
53 |-369,6 | 11,369 | 2,55E-16 | 8,85E-10 | 1,49E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,35 | -372,4 | 11,417 | 1,84E-16 | 7,11E-10 | 1,34E-04 | 1,00E+00 | 3,000
54 | -373,7 | 11,439 | 1,58E-16 | 6,42E-10 | 1,27E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,45 | -374,9 | 11,459 | 1,37E-16 | 5,85E-10 | 1,21E-04 | 1,00E+00 | 3,000
55 | -376 | 11,478 | 1,21E-16 | 5,37E-10 | 1,16E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,55 | -377,2 | 11,498 | 1,05E-16 | 4,89E-10 | 1,11E-04 | 1,00E+00 | 3,000
56 | -378,3 | 11,517 | 9,22E-17 | 4,49E-10 | 1,06E-04 | 1,00E+00 | 3,000
5,65 | -379,3 | 11,534 | 8,20E-17 | 4,15E-10 | 1,02E-04 | 1,00E+00 | 3,000

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.24’te verilmistir. PKPOT
programi ile hesaplanan pKj,; degeri 4,830 + 0,032; pK,2 degeri 6,143 + 0,051; pKas
degeri 7,543 + 0,029°dir.
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Sekil 4.24. % 40 THF ortaminda Rosiglitazon Maleat i¢in PKPOT grafigi

Grafiksel metotla hesaplama yonteminde pH’ya kars1 3-n grafigi ¢izildiginde pH
ekseninde 0,5; 1,5 ve 2,5 degerlerine karsilik gelen pH degerleri pKai; pKaz ve pKas
degerlerini vermektedir (Sekil 4.25). Buna gore pKa; degeri 4,801; pK,p degeri 6,151,
pKas degeri ise 7,607 olarak hesaplanmustir.

3,5 T
3,0
2,5 -
I 2,0 1
1,5 A
1,0

0,5 -

0,0

3 5 7 9 11 13
pH

Sekil 4.25. % 40 THF ortaminda Rosiglitazon Maleat i¢in pH —(3-17) grafigi

Bu bilesigin % 45, % 50, % 55 ve % 60 THF-su ortaminda yapilan potansiyometrik

titrasyon verileri, % 40 THF-su ortaminda yapilanlara benzer sekilde hesaplanmustir.

83



4.4. Siilfoniliirelerin S1vi Kromatografi Yontemiyle Iyonlasma Sabiti Tayini
4.4.1. Glibenklamidin sivi kromatografi yontemiyle iyonlasma sabiti tayini

Bu tez calismasinda glibenklamidin iyonlagma sabitlerinin tayini, 15 mM H3PO,
iceren % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda gerceklestirilmistir.
Her bir tetrahidrofuran-su ikili karistminda farkli pH degerleri 2,5; 3,0; 3,5; 3,75;
4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 olan
mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite faktorii ile pH
arasindaki iliski kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan NLREG
programiyla hesaplanmistir. Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda

tutunmayan tiire 6zgii t, alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.

Glibenklamid i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite
faktorleri, Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Glibenklamidin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri

- | %40 THF | %45 THF [ % 50 THF | %55 THF
P K K K K
25 | 6,751 3,915 0,429 0,925
3 7.072 3,347 1,658 0,899
35 | 6,153 3,290 1,704 0,869
375| 6,169 3,285 1,683 0,860
4 6,439 3,226 1,691 0,957
425 7111 3,300 1,753 0,854
45 | 8,293 3,635 1,542 0,873
5 6,823 3,235 1,491 0,830
55 | 4,125 2,633 1,152 0,781
6 1,917 1,746 0,634 0,563
65 | 0586 0,490 0,204 0174
6,75 | 0,334 0,305 0,053 0,048
7 0,226 0,181 0,007 20,005
725 0180 0,240 20,008 20,035
75 | 0179 0,047 20,001 20,048
775 | 0211 0,063 0,032 20,039
8 0,191 0,070 0,050 0,000
825 | 0,245 0,136 0,092 0,008
85 | 0,283 0,162 0,120 0,032
875| 0,270 0,153 0,101 0,055

Glibenklamid igin bu dort farkli kosulda pH —k iliskisini gosteren grafikler non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.26). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranig1 gdstermektedir. Noktalar ise deneysel sonuglara aittir.
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Sekil 4.26. Glibenklamidin % 40, 45, 50 ve 55 THF-su ortamindaki NLREG
grafikleri

4.4.2. Glimepiridin s1vi kromatografi yontemiyle iyonlasma sabiti tayini

Bu tez ¢aligmasinda glimepiridin iyonlasma sabitlerinin tayini, 15 mM H3POy iceren
% 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda gergeklestirilmistir. Her bir
tetrahidrofuran-su ikili karisiminda farkli pH degerleri 2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25;
4,5;5,0;5,5; 6,0; 6,5; 6,75, 7,0; 7,25, 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 olan mobil fazlar
hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iliski
kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmaistir.
Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgi t,

alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.

Glimepiridin i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite

faktorleri, Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Glimepiridin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri

- [ %40 THF | % 45 THF | % 50 THF | %55 THF
P K K K K

25 | 7246 4280 0,497 1,054

3 7587 3,633 1,851 1,030
35 | 6,627 3,585 1,899 0,986
375 | 6,619 3,586 1,883 0,983

4 6,986 3,519 1,801 1,092
425]| 7,897 3,605 1,073 0,983
45 | 9,100 3,968 1,738 0,997

5 7,647 3,605 1,716 0,968
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Cizelge 4.8. Glimepiridin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri (Devam)

% 40 THF | % 45 THF | % 50 THF | % 55 THF

pH K K K K
55 | 4917 3,084 1411 0,932
6 | 2527 2.107 0,885 0.737
65 | 0.774 0,602 0.334 0.293
6.75| 0428 0.434 0.115 0.116
7 [ 0259 0.240 0,043 0,033
725 0179 0.266 0,000 | -0,025
75 | 0.166 0.053 0,006 | -0,039
775 0193 0,063 0047 | 0,027
8§ | 0171 0,064 0,047 0,015
825 0227 0.121 0.102 0.021
85 | 0252 0.149 0.110 0,040
875 0.252 0.141 0.101 0,060

Glibenklamid igin bu dort farkli kosulda pH —k iliskisini gosteren grafikler non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.27). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranis1 gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuclara aittir.

pKa determination by k' LC ( 40% THF glimepirid) pKa determination by k' LC ( 45% THF glimepirid)
o ; - S 4
< <
0 1 T T a ] ; 1 ; — ; ; ; ] ;
4.0 48 56 6.4 72 80
H 40 48 56 64 T2 80 88
p oH
pKa determination by k' LC ( 50% THF glimepirid) pKa determination by k' LC ( 55% THF glimepirid)
2 12
o ©
gw E; 06—
0 T T f 00 T T 1
40 48 56 64 72 80 88 40 48 56 64 72 80
pH oH

Sekil 4.27. Glimepiridin % 40, 45, 50 ve 55 THF-su ortamindaki NLREG grafikleri

4.4.3. Gliklazidin s1ivi kromatografi yontemiyle iyonlagsma sabiti tayini

Bu tez ¢aligmasinda gliklazidin iyonlagsma sabitlerinin tayini, 15 mM H3PO, igeren
% 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda gergeklestirilmistir. Her bir
tetrahidrofuran-su ikili karisiminda farkli pH degerleri 2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25;
4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 olan mobil fazlar
hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iligki

kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmistir.
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Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgii to

alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.

Gliklazidin i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite faktorleri,
Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Gliklazidin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri

- [ %40 THF [ % 45 THF | %50 THF | % 55 THF
P K K K K
25 | 3288 2.261 0,432 0,778

3 | 3411 2,014 1,207 0,765
35 | 3117 2,004 1,241 0,743
375| 3,120 2,009 1,239 0,741
4 | 3225 1,971 1,245 0,813

425| 3393 2,019 1,285 0,752

45 | 3,778 2.163 1,161 0,744
5 | 3,229 1,065 1,133 0,734
55 | 2,164 1,684 0,923 0,681
6 | 1,076 1171 0,555 0,529
65 | 0,294 0,313 0,181 0,190
6,75| 0,135 0,177 0,038 0,064
7 | 0076 0,062 20,009 | -0,003

725| 0025 0,038 20,033 | -0,045
75 | 0029 20,022 20,025 | -0,048

775 0,052 -0,005 0,007 20,055

8 | 0,066 0,000 0,018 20,017

825| 0071 0,049 0,056 0,009
85 | 0115 0,077 0,082 0,022

875| 0,118 0,074 0,065 0,037

Gliklazid igin bu dort farkli kosulda pH —k iligkisini gosteren grafikler non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.28). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranis1 gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuglara aittir.
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Sekil 4.28. Gliklazidin % 40, 45, 50ve 55 THF-su ortamindaki NLREG grafikleri

4.4.4. Glipizidin s1vi kromatografi yontemiyle iyonlasma sabiti tayini

Bu tez calismasinda glipizidin iyonlagsma sabitlerinin tayini, 15 mM H3PO, iceren %
40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda gergeklestirilmistir. Her bir
tetrahidrofuran-su ikili karisiminda farkli pH degerleri 2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25;
4,5;5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 olan mobil fazlar
hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iliski
kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmastir.
Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgi t,

alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.

Glipizidin i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite faktorleri,
Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Glipizidin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri

- [ %40 THF | % 45 THF | %50 THF | %55 THF
P K K K K

25 | 1865 1,258 0,200 0,405

3 1,027 1,111 0,644 0,394
35 | 1,761 1,116 0,666 0,388
375 | 1,766 1,114 0,666 0,391

4 1,825 1,093 0,670 0,426
425| 1,934 1,119 0,690 0,399
45 | 2,167 1,211 0,619 0,390

5 1,817 1,080 0,594 0,379
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Cizelge 4.10. Glipizidin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortaminda
kapasite faktorleri degerleri (Devam)

% 40 THF | % 45 THF | % 50 THF | % 55 THF

pH K K K K
55 | 1101 0,903 0,460 0.350
6 | 0563 0.601 0.245 0.246
65 | 0113 0.128 0,046 0,047
6.75| 0,066 0049 | 0,028 | -0,024
7 [ 0006 0,002 0053 | -0,053
725| -0016 | -0003 | -0,060 | -0,072
75 | 0004 | -0052 | -0058 | -0,078
775 0020 | -0028 | -0014 | 0,077
8§ | 0036 | -0023 0,006 | -0,031
825| 0.056 0,033 0056 | 0,018
85 | 0103 0,068 0.071 0,005
875| 0.108 0,064 0,060 0,028

Glipizid i¢in bu dort farkli kosulda pH —k iligkisini gosteren grafikler non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.29). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranis1 gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuclara aittir.
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Sekil 4.29. Glipizidin % 40, 45, 50ve 55 THF-su ortamindaki NLREG grafikleri

4.5. Tiyazolidindionlarin Sivi Kromatografi Yontemiyle Iyonlasma Sabiti Tayini

4.5.1. Ros_ig_litazon Maleatin sivi kromatografi yontemiyle iyonlasma sabiti
tayini

Bu tez c¢alismasinda rosiglitazon maleatin iyonlagma sabitlerinin tayini, 15 mM

HiPO, igeren % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda

gerceklestirilmistir. Her bir tetrahidrofuran-su ikili karisiminda farkli pH degerleri

2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0;
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8,25; 8,5; 8,75 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite
faktorii ile pH arasindaki iliski kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan
NLREG programiyla hesaplanmistir. Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda
kolonda tutunmayan tiire 0zgii t, alikonma zamanmin belirlenmesi i¢in urasil

kullanilmistir.

Rosiglitazon Maleat i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite
faktorleri, Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Rosiglitazon Maleatin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su
ortaminda kapasite faktorleri degerleri

-, | %40 THF [ % 45 THF | % 50 THF | %55 THF
P K K K K
25 | 1312 0,796 0,948 0,863
3 1,137 0,571 0,678 0,757
35 | 1,604 0,647 0,800 0,612
375| 1,766 1,272 1,116 0,636
4 3,063 1,701 1,122 0,746
425 | 3861 2,232 1,646 0,862
45 | 5035 2,728 1,619 0,968
5 5314 3,154 1,715 1,045
55 | 4371 2,984 1,519 1,011
6 2719 2,353 1,056 0,866
65 | 1,012 0,878 0,453 0,391
6,75 | 0,556 0,564 0,176 0,193
7 0,323 0,318 0,056 0,063
725| 0,221 0,311 0,008 0,000
75 | 0182 0,062 0,007 20,031
775 | 0,199 0,061 0,047 20,035
8 0,191 0,067 0,049 0,016
825 | 0233 0,120 0,093 0,020
85 | 0,259 0,148 0,116 0,045
875 | 0255 0,126 0,104 0,058

Rosiglitazon Maleat i¢in bu dort farkli kosulda pH —k iliskisini gosteren grafikler non
lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.30). Sekillerde

¢izgi, teorik davranisi gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuglara aittir.

Rosiglitazon Maleat‘in 3. protonasyon sabiti (pKa3), calismada kullanilan kolonun

pH aralig1 yeterli olmadigi i¢in tayin edilememistir.
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Sekil 4.30. Rosiglitazon Maleat % 40, 45, 50ve 55 THF-su ortamindaki NLREG
grafikleri

4.5.2. Pioglitazon HCI’nin s1v1 kromatografi yontemiyle iyonlagsma sabiti tayini

Bu tez calismasinda pioglitazon HCI'nin iyonlagsma sabitlerinin tayini, 15 mM
HsPO, igeren % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Her bir tetrahidrofuran-su ikili karisiminda farkli pH degerleri
2,5; 3,0; 3,5; 3,75; 4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0;
8,25; 8,5; 8,75 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige ait pK, degerleri, kapasite
faktorli ile pH arasindaki iligki kullanilarak dogrusal olmayan modeli esas alan
NLREG programiyla hesaplanmistir. Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda
kolonda tutunmayan tiire 0zgii t, alikonma zamanimin belirlenmesi i¢in urasil

kullanilmistir.
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Pioglitazon HCligin farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen kapasite
faktorleri, Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Pioglitazon HCI'nin % 40; 45; 50; ve 55 (v/v) tetrahidrofuran-su
ortaminda kapasite faktorleri degerleri

oH % 40 THF | % 45 THF | % 50 THF | % 55 THF
k k K K
2,5 1,921 1,116 0,979 1,045
3 2,245 1,064 1,075 0,934
3,5 3,228 1,506 1,304 0,816
3,75 3,785 2,242 1,483 0,830
4 4,351 2,430 1,490 0,855
4,25 4,776 2,661 1,648 0,895
4,5 5,662 2,958 1,504 0,914
5 5,062 2,822 1,517 0,912
55 3,840 2,566 1,297 0,876
6 2,342 1,991 0,892 0,730
6,5 0,836 0,731 0,381 0,339
6,75 0,458 0,476 0,132 0,149
7 0,263 0,253 0,043 0,044
7,25 0,166 0,256 -0,003 -0,020
7,5 0,144 0,048 0,000 -0,040
7,75 0,164 0,055 0,038 -0,027
8 0,166 0,064 0,040 0,013
8,25 0,203 0,109 0,090 0,018
8,5 0,228 0,138 0,109 0,036
8,75 0,233 0,117 0,088 0,058

Pioglitazon HCI i¢in bu dort farkli kosulda pH —k iliskisini gdsteren grafikler non
lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak gizilmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Pioglitazon HCI % 40, 45, 50 ve 55 THF-su ortamindaki NLREG
grafikleri

4.6. Kromatografik Ayirmanin Optimizasyonu

Bu ¢alismada, siilfoniliire ve tiyazolidindion grubu bilesiklerin dort farkli kosulda
pKa tayinleri stv1 kromatografi yontemiyle yapilmistir. Bilesiklerin pik simetrisi ve
alikonma davranislari incelendiginde YMC J’Sphere ODS-H80 (4 um, 150 mm x 4,6
mm ID), kolon tercih edilmistir. Bu tez ¢alismasinda bilesiklerin alikonma zamanlar1
ve pik simetrileri gz Oniine alinarak mobil faz organik modifiyeri olarak
tetrahidrofuran tercih edilmistir. Bilesiklerin pK, tayinleri % 40, 45, 50 ve 55 (v/v)
tetrahidrofuran ortaminda tayin edilmistir. Calisilan mobil fazlara 15 mM fosforik
asit olacak sekilde derisik fosforik asit ilave edilmis ve NaOH ilavesi ile mobil faz
pH’s1, 2,5- 8,75 arasinda farkli degerlere ayarlanmistir. Calismada enjeksiyon hacmi
20 L, akis hiz1 1 mL/dakika ve kolon sicakligi 30 °C’dir.
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Kromatografik ayirmada piklerin birbirinden ayrilabilmesi i¢in o degerinin 1,15
olmast yaninda Rs degerinin 2 ve daha biiylik olmasi gerekmektedir. Bu tez
calismasinda % 40, % 45, % 50 ve % 55 olacak sekilde dort farkli kosulda 20 farkl
pH degerlerindeki kapasite faktorli, secicilik faktorii ve ayirma giicli degerleri
incelendiginde numune ¢aligmasi i¢in % 40 THF (v/v), pH 4,5’ ta kapasite
faktorlerinin 1’ den daha biiyiik oldugu ve bilesik ciftleri i¢in o degerlerinin 1,15’
den biiyiikk oldugu belirlenmistir ve numune ¢alismast i¢in uygun kosul olduguna

karar verilmistir.

4.7. Numune Calismasi

Gelistirilen yontemin validasyon calismalarinda; yontemin duyarliligi, kesinliligi,

dogrulugu incelenmis ve istatiksel degerlendirmeler yapilmistir (ICH, 1994).

4.7.1. i¢c standartin belirlenmesi

I¢ standart, analizde belirli miktarda numuneye, kalibrasyon standartlarina eklenen
maddedir. Ayrica kalibrasyon fonksiyonunun hazirlanmasinda ve numune hazirlik
islemlerinde derisimi sabit tutulmaktadir. I¢ standart uygun secilirse, hem sistematik
hem de rastgele hatalar giderilebilir. Glibenklamid, glipizid, ve pioglitazon HCI
analizi sirasinda kullanilacak i¢ standart se¢imi i¢in secicilik, ayirma giicii ve analiz
siiresi g0z Oniine alinarak i¢ standart olarak rosiglitazon maleat secilmistir.

Rosiglitazon maleat ¢aligilan tiyazolidindion grubuna ait bir bilesiktir.

4.7.2. Sistem uygunluk testi sonuclari

Sistem Uygunluk Testleri (SUT), Food Drug Administration (FDA) ve United States
Pharmacopeia (USP) tarafindan Onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma
tekniklerinde yontem gelistirmenin bir parcasini olusturan testlerdir. Bu tez
calismasinda  belirlenen optimum kosul i¢in sistem uygunluk testleri
gergeklestirilmistir. Boliim 3.3.2.8” de belirtildigi gibi belirli derisimlerde hazirlanan
cozeltilerin  sisteme  enjeksiyonundan sonra  kromatografik  parametreler

hesaplanmistir (Cizelge 4.13). Ayirmanin kromatogrami Sekil 4.32° de verilmistir.
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Cizelge 4.13. Sistem uygunluk parametreleri

Gozlenen Degerler w L
Rosiglitazon | Pioglitazon Onerilen
Parametreler | Glipizid Maleat (IS) HCl Glibenklamid| Degerler
tr 3,475 5,154 5,829 8,507
Asimetri
Faktorii (A) 1,199 1,097 1,146 1,102 0,95-1,20
k 1,599 2,855 3,359 5,363 >1
Rs 5,228 2,256 6,468 >2
Tabaka Sayis1 |3364,378| 4187,428 | 6103,968 6749,876 >2000
A 1,785 1,177 1,596 >1
RSD (tr) 0,035 0,043 0,061 0,083 <1
RSD(alan) 0,788 0,546 0,784 0,983 <1
mau Det AChT

1

e

v

oo 285 20 7.5 10.0

min

Sekil 4.32. Standart karisimin 230 nm’de alinan kromatogrami.1) Glipizid (8
pg/mL), 2) Rosiglitazon Maleat (0,3 pg/mL), 3) Pioglitazon HCI (8
pg/mL), 4) Glibenklamid (8 pg/mL)

4.7.3. Glibenklamidin yiiksek performans sivi kromatografiyle analiz
yonteminin validasyonu
Glibenklamid’in yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle analizinde ve
kalibrasyon fonksiyonunun dogrusal araligininin belirlenmesinde 18 pg/mL ile 4
ug/mL arasinda farkli derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kalibrasyon fonksiyonu,
her bir derisim degeri i¢in glibenklamidin pik alaninin, rosiglitazon maleatin (i¢
standart) pik alanina oraninin, glibenklamidin derisimine karsi isaretlenmesiyle
olusturulmustur (Sekil 4.33). Grafik, glibenklamid icin 18 pg/mL ile 4 pg/mL
konsantrasyon araliklar1 iizerinden alti noktali kalibrasyon egrileri olusturuldu ve

dogrusal oldugu gozlendi. Lineer ve 2. derece kalibrasyonlarinin artik standart
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sapmalar1 karsilastirilmis ve bu sonu¢ dogrulanmistir. Glibenklamid’in analizi igin
dogrusal kalibrasyon fonksiyonu, teshis sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ)
degerleri, Cizelge 4.14° de verilmistir.
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Sekil 4.33. Glibenklamid’in analizine ait dogrusal grafik

Cizelge 4.14. Glibenklamid’in analizine ait dogrusal kalibrasyon fonksiyon verileri

(n=6)
Regresyon Denklemi y = 3,115x -0,512
Egimin Standart Hatas1 0,037
Kesimin Standart Hatasi 0,441
Korelasyon Katsayisi (1) 0,999
Kalibrasyon Aralig1 (ug/mL) 4-18
Standart Sapma (SD) 0,467
Teshis Sinir1 (LOD) (ug/mL) 0,495
Tayin Alt Sinir1 (LOQ) (ug/mL) 1,501

Bir kalibrasyon fonksiyonunda kesim igin alt ve iist giiven sinirlart Esitlik 4.1 ile

hesaplanmis ve giiven sinirlart sifir degerini i¢ine alip almadigina bakilmistir.
Kesimin giiven arali1: a * t(-2Sa (4.2)

Burada;

(t(n-2): % 95 giiven seviyesinde serbestlik derecesi; a: kesim degeri; s;: kesim
degerinin standart sapmasidir). Bu ¢alismada s, = 0,441 dir. % 95 giiven seviyesi i¢in
t(n-2) = 4 i¢in 2,78 dir. Kesim i¢in giiven araligr -0,512 + 0,441 x 2,78= -0,512 +
1,226 olup kesimin giiven araligi (0,714)-(-1,738) 0 degerini i¢ine almaktadir.
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Glibenklamidin tayini igin kesinlik ¢alismalar1, 4 ug/mL ve 18 pg/mL derisimlerinde
gerceklestirilmistir. Glin i¢i ve giinler aras1 degerlendirme sonuglari, Cizelge 4.15°de

verilmistir.

Glin i¢i caligmalar iki farkli derisim diizeyinde ve bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak
ayni giin igerisinde, giinler arasi ¢alismalar ise iki farkli derisim diizeyinde bes

bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ii¢ ayr1 giinde yapilmistir.

Cizelge 4.15. Glibenklamidin analiz yontemine ait giin i¢i ve giinler arasi analiz

bulgular1
Teqr'ik Gﬁp 'igi % BSS Gﬁnlqr arast | o0 pog
derisim derigim (ug/mL) derigim (ug/mL)
(ug/mL) | ortalamasi HE ortalamasi HE
Glibenklamid 8 7,995 0,068 7,998 0,115
16 16,011 0,137 15,990 0,245

Glibenklamid tayini i¢in gelistirilen yontem piyasa preparatlarina uygulanmistir.
Glibenklamid iceren tabletten (Gliben) miktar tayini yapabilmek amaci ile Boliim
3.2.1°de anlatildig1 sekilde tablet ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Yapilan analiz sonucunda
okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde degerlendirilerek tabletlerin
icerdigi glibenklamid miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan ve geri
kazanma dikkate alinarak diizeltilen sonuglar, Cizelge 4.16’da, kromatogrami ise

Sekil 4.34’de verilmistir.

Cizelge 4.16. Glibenklamid igeren Gliben (5 mg) tabletlerin analizine ait bulgular

Tablette Bulunan .
Numune No. Glibenklamid Miktart (mg) % Geri Kazanim

1 4,926 98,515

2 5,043 100,861

3 5,010 100,192

4 4,997 99,940

5 5,036 100,714

Xort £ GS* 5,002 + 0,058 100,044
SS 0,047 0,934
%BSS 0,933 0,933
%Hata -0,044 -0,044
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Sekil 4.34. Glibenklamid igeren Gliben (5 mg) tabletlerin analiz yontemine ait
230nm’de alinan kromatogram; 1) 8 ng/mL derisiminde glibenklamid ve
2) 0,3 pg/mL derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)

Tablet igerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi iizerindeki etkilerini

inceleyebilmek i¢in geri kazanim caligmalar1 yapilmistir. Glibenklamid igeren tablet

numunelerinin ¢ozeltilerine 8§ pg/mL derisiminde saf glibenklamid standart1 ilave

edilmistir. Katkili tablet numunesine ait kromatogram, Sekil 4.35°da verilmistir.

Hesaplamalar sonucunda geri kazanim bulunmustur. Sonuglar, Cizelge 4.16’da

verilmigtir.

ML ColbarsAnalitic Lab'Dasiteg'oin b ¢ pelaes %40 THF 30 ilng mtali 1. led

Sekil 4.35. Glibenklamid iceren Gliben (5 mg) tabletlerin analiz yontemine ait
kromatogram; (1) 16 pg/mL derisiminde glibenklamid ve (2) 0,3 pg/mL
derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)
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4.7.4. Glipizidin yiiksek performans sivi kromatografiyle analiz yonteminin
validasyonu
Glipizid’in yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle analizinde ve
kalibrasyon fonksiyonunun dogrusal araligininin belirlenmesinde 4 pug/mL ile 18
pug/mL arasinda farkli derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kalibrasyon fonksiyonu,
her bir derisim degeri i¢in glipizidin pik alaninin, rosiglitazon maleatin (i¢ standart)
pik alanina oraninin, glipizidin derisimine karsi isaretlenmesiyle olusturulmustur
(Sekil 4.36). Grafik, glipizid i¢in 6 pg/mL ile 18 pg/mL konsantrasyon araliklari
tizerinden alt1 noktali kalibrasyon egrileri olusturuldu ve dogrusal oldugu goézlendi.
Lineer ve 2. derece kalibrasyonlarinin artik standart sapmalar1 karsilastirilmis ve bu
sonug¢ dogrulanmistir. Glipizid’in analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu, teshis

siir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri, Cizelge 4.17° de verilmistir.

60

55

50

45

40

35

30

Pik Alani Orani

25

20

15 T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18

Derisim(ug/mL)

Sekil 4.36. Glipizid’in analizine ait dogrusal grafik

Cizelge 4.17. Glipizidin analizine ait dogrusal kalibrasyon fonksiyon verileri (n=6)

Regresyon Denklemi y = 3,052x -0,116
Egimin Standart Hatas1 0,039
Kesimin Standart Hatasi 0,513
Korelasyon Katsayisi (1) 0,999
Kalibrasyon Aralig1 (ug/mL) | 6-18
Standart Sapma (SD) 0,408
Teshis Sinir1 LOD (ug/mL) 0,441
Tayin Alt Sinirt LOQ (png/mL) | 1,336

99



Kalibrasyon fonksiyonun kesiminin giiven araliginin ideal deger sifir1 igine alip

almadig1 kontrol edilmistir.

Bu calismada s, = 0,513 dir. % 95 giiven seviyesi i¢in t(y.2) = 4 igin 2,78 dir.
Kesim i¢in gliven araligi -0,116 £ 0,513 x 2,78 = -0,116 + 1,426
Kesimin giiven araligi (1,310)-(-1,542) araligim kapsiyor. Yani 0 degerini igine

almaktadir.

Glipizidin tayini icin kesinlik c¢aligmalari, 8 pg/mL ve 16 pg/mL derisimlerinde
gerceklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi1 degerlendirme sonuglari, Cizelge 4.38’te

verilmistir.

Glin i¢i ¢aligmalar iki farkli derisim diizeyinde ve bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak
ayni giin igerisinde, gilinler aras1 caligmalar ise iki farkli derisim diizeyinde bes

bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ii¢ ayr1 giinde yapilmustir.

Cizelge 4.18. Glipizidin analiz yontemine ait giin i¢i ve giinler aras1 analiz bulgulari

TeQr‘ik Gun 'igi % BSS Gﬁnlqr arast| o pog
derisim derisim (ug/mL) derisim (ug/mL)
(ug/mL) |ortalamasi HE ortalamasi | M8
Glipizid 8 7,989 0,088 7,998 0,381
16 16,026 | 0,549 15,997 0,810

Glipizidin tayini igin gelistirilen yOntem piyasa preparatlarina uygulanmistir.
Glipizid iceren tabletten (Glucotrol, Pfizer) miktar tayini yapabilmek amaci ile
yukarida anlatildig: sekilde tablet ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Yapilan analiz sonucunda
okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde degerlendirilerek tabletlerin
icerdigi glipizidin miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle yapilan ve geri
kazanma dikkate alinarak diizeltilen sonuclar, Cizelge 4.19’da, kromatogram ise

Sekil 4.37°de verilmistir.
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Cizelge 4.19. Glipizid igeren Glucotrol (2,5 mg) tabletlerin analizine ait bulgular ve
% geri kazanim sonuglari

Tablette Bulunan o .
Numune No Glipizid Miktari (mg) % Gerl Kazanim
1 2,510 100,383
2 2,502 100,080
3 2,486 99,421
4 2,501 100,020
5 2,525 101,019
Xort = GS* 2,505+0,058 100,185
SS 0,015 0,582
%BSS 0,581 0,581
%Hata -0,185 -0,185
mAU ey Anpditi Lab/ Dwsitcp pio b © pidiles W40 THE Pp ileg 1. o .
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Sekil 4.37. Glipizid igeren Glucotrol (2,5 mg) tabletlerin analiz yontemine ait 230
nm’de alinan kromatogram; 1) 8 pg/mL derisiminde Glipizid ve 2) 0,3
pg/mL derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)

Tablet icerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi {izerindeki etkilerini
inceleyebilmek i¢in geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Glipizid igeren tablet
numunelerinin ¢ozeltilerine 8 pg/mL derisiminde saf glipizid standarti ilave
edilmistir. Katkili tablet numunesine ait kromatogram, Sekil 4.38” de verilmistir.

Hesaplamalar sonucunda % geri kazanim bulunmustur. Sonuglar, Cizelge 4.19°da

verilmistir.

101



Codsany'Analitic Lab' Desiop a0 © o pidlans %40 THF 3'p ileg sl 1. 1od

méAu

al
00 I

w
o
1

Sekil 4.38. 8 pg/mL derisiminde Glipizid standart1 ilaveli tablet numunesine ait
kromatogram; 1) 16 pg/mL derisiminde Glipizid ve 2) 0,3 pg/mL
derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)

4.7.5. Pioglitazon HCI’nin yiiksek performans sivi kromatografiyle analiz
yonteminin validasyonu

Pioglitazon HCI'nin yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle analizinde ve
kalibrasyon fonksiyonunun dogrusal araligininin belirlenmesinde 4 pg/mL ile 18
pg/mL arasinda farkli derisimlerde ¢6zeltiler hazirlanmistir. Kalibrasyon fonksiyonu,
her bir derigim degeri i¢in pioglitazon HCI'nin pik alaninin, rosiglitazon maleatin (i¢
standart) pik alanina oraninin, pioglitazon HCI’nin derisimine karsi isaretlenmesiyle
olusturulmustur (Sekil 4.39). Grafik, Pioglitazon HCI i¢in 4 pg/mL ile 18 pg/mL
konsantrasyon araliklar1 lizerinden alti noktali kalibrasyon egrileri olusturuldu ve
dogrusal oldugu gozlendi. Lineer ve 2. derece kalibrasyonlarinin artik standart
sapmalar1 karsilastirilmis ve bu sonug¢ dogrulanmistir. Pioglitazon HCI’nin analizi
icin dogrusal kalibrasyon fonksiyonu, teshis sinir1 (LOD) ve tayin alt simir1 (LOQ)
degerleri, Cizelge 4.20° de verilmistir.
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Sekil 4.39. Pioglitazon HCI'nin analizine ait dogrusal grafik
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Cizelge 4.20. Pioglitazon HCI’nin analizine ait dogrusal kalibrasyon fonksiyon

verileri (n=6)
Regresyon Denklemi y =2,571x -0,954
Egimin Standart Hatas1 0,042
Kesimin Standart Hatasi 0,496
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999
Kalibrasyon Aralig1 (ug/mL) | 4 - 18
Standart Sapma (SD) 0,525
Teshis Siir1 (ug/mL) 0,674
Tayin Alt Sinirt (pg/mL) 2,044

Kalibrasyon fonksiyonun kesiminin giiven araliginin ideal deger sifir1 igine alip

almadig1 kontrol edilmistir.

Bu calismada s, = 0,496 dir. % 95 giiven seviyesi i¢in t(h.2) = 4 igin 2,78 dir.
Kesim igin gliven araligi -0,954 + 0,496 x 2,78 = -0,954 + 1,379
Kesimin giiven araligt (0,425)-(-2,333) araligin1 kapsiyor. Yani 0 degerini igine

almaktadir.

Pioglitazon HCI’nin tayini i¢in kesinlik c¢aligmalari, 8 pg/mL ve 16 pg/mL
derisimlerinde gergeklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 degerlendirme sonuglari,

Cizelge 4.21°de verilmistir.

Giin i¢i ¢alismalar iki farkli derisim diizeyinde ve bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak
ayni gilin igerisinde, giinler aras1 caligmalar ise, iki farkli derisim diizeyinde bes

bagimsiz ¢ozelti kullanilarak {i¢ ayr1 glinde yapilmustir.

Cizelge 4.21. Pioglitazon HCI’nin analiz yontemine ait giin i¢i ve giinler aras1 analiz

bulgular
Tepr.ik Gun .i(;i % BSS Gﬁnlgr arast| o/ noc
derisim derisim /mL) derisim (ug/mL)
(ug/mL) |ortalamasi (g ortalamasi | "8
Pioglitazon 8 8,005 0,285 8,018 0,834
HCI 16 16,000 | 0,131 15,996 0,194

Pioglitazon HCI’'nin tayini i¢in gelistirilen yontem piyasa preparatlaria
uygulanmistir. Pioglitazon HCI’nin g¢eren tabletten (Dropia, 15 mg) miktar tayini

yapabilmek amaci ile Boliim 3.2.1°de anlatildig1 gibi tablet ¢ozeltileri hazirlanmastir.
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Yapilan analiz sonucunda okunan pik alan degerleri ilgili kalibrasyon denkleminde
degerlendirilerek tabletlerin igerdigi Pioglitazon HCI’nin miktarlar1 hesaplanmistir.
Gelistirilen yontemle yapilan ve geri kazanma dikkate alinarak diizeltilen sonuglar,

Cizelge 4.22°de, kromatogram ise Sekil 4.40°da verilmistir.

Cizelge 4.22. Pioglitazon HCI’nin i¢eren Dropia (15 mg) tabletlerin analizine ait
bulgular ve % geri kazanim sonuglar

Tablette Bulunan .
Numune No Pioglitazon HCI Miktar1 (mg) “ Gerl Kazanm

1 15,193 101,284

2 14,996 99,974

3 14,931 99,538

4 15,054 100,357

5 14,859 99,063

Xort £ GS* 15,006+0,158 100,043
SS 0,127 0,845
%BSS 0,845 0,845
%Hata -0,043 -0,043

COlsenAnaliti Lab'\Desidag'pic b o p'dilaes %40 THF Jipio ilag & ppm 1.0
mAL ) Db A ChH1
] U
20.]

Sekil 4.40. Pioglitazon HCI igeren Dropia (15 mg) tabletlerin analiz yontemine ait
kromatogram; 1) 8 pg/mL derisiminde Pioglitazon HCI ve 2) 0,3
pg/mL derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)

Tablet icerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz yontemi tizerindeki etkilerini

inceleyebilmek icin geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Pioglitazon HCI igeren

tablet numunelerinin ¢ozeltilerine 8 pg/mL derisiminde saf pioglitazon HCI standarti

ilave edilmistir. Katkili tablet numunesine ait kromatogram, Sekil 4.41°de verilmistir.
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Hesaplamalar sonucunda % geri kazanim bulunmustur. Sonuclar, Cizelge 4.22°de

verilmistir.
ClhentAnalitin Lab\Deddop'pio b o p'delem %40 THF 3ipeo ilag katioh 2 lad
méu
P DetAChY
0] 1
1 2
5_4.--.1# ™ g
0 i 2 H H 5 o
min

Sekil 4.41. 8 pg/mL derisiminde Pioglitazon HCI standarti ilaveli tablet numunesine
ait kromatogram; 1) 16 pg/mL derisiminde Pioglitazon HCI ve 2)
0,3 pg/mL derisiminde rosiglitazon maleat (i¢ standart)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada elektroanalitik yontemlerden birisi olan potansiyometrik titrasyon
yontemi ve kromatografik yontemlerden en c¢ok tercih edilen ters faz sivi
kromatografi yontemi kullanilarak stilfoniliire ve tiyazolidindion grubu ilaglardan
bazilarinin pKj sabiti tayini yapilmigtir. Yapilan literatlir aragtirmasinda siilfoniliire
ve tiyazolidindion grubu bilesiklerin pK; tayini i¢in yalmizca 1 literatiir
bulunmaktadir. Dolayisiyla bu 6nemli eksikligi gidermek i¢in, bu ¢alismada, bu
bilesiklerin pK, degerleri, hem potansiyometrik titrasyon yontemiyle hem de ters faz

stvi kromatografik yontemiyle su-tetrahidrofuran karisimlarinda tayin edilmistir.

5.1. Potansiyometrik Titrasyon Verilerinden Elde Edilen Iyonlasma Sabitleri

Iyonlagsma sabitinin belirlenebilmesi igin yapilan deneylerde dncelikle ¢oziicii ortami
olarak metanol-su ortami disiintilmiistiir. Ancak bilesiklerin % 30 - % 60 arasinda
degisen metanol-su ortaminda ¢6ziiniirliik problemi nedeniyle asetonitril-su ortamina
gecilmistir. Ancak yine c¢oziiniirliikte sorun olmasi nedeniyle THF-su c¢oziicii
ortamina gecilmistir. % 30 ve % 35 THF-su ortaminda bazi bilesiklerin titrasyonunda
¢okelme oldugu gdzlenmistir, o yiizden biitiin bilesiklerin ¢oziindiigii ve titrasyon
sirasinda ¢okelme gozlenmedigi % 40 THF-su ortamindan baslanarak % 45, % 50, %
55, % 60 THF-su ortami olmak iizere 5 farkli ortamda ¢alisilmistir. Iyonlasma
sabitleri tayin edilmeden once, kullanilan elektrokimyasal hiicre, hidrojen iyonu
derisimini Olcecek sekilde her bir ortam icin kalibre edilmistir. Bunun i¢cin 1 M
standart KOH ¢ozeltisi (titrisol), ¢alisilan THF-su ikili karisiminda 0,03 M olacak
sekilde seyreltilerek titrant olarak kullamilmistir. Baz c¢dzeltisi, 2,0)(10'3 M KHP
¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmistir. Tetrahidrofuran iceren sulu ortamlarda kullanilan
cam elektrodun Nernst egimi verecek sekilde davrandigi ve egim degerlerinin
yaklasik 59 mV oldugu bulunmustur. Boylece, bu elektrodun, s6z konusu 5 ortam
icin iyonlagsma sabitlerinin tayininde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Bilesiklerin standart ¢ozeltileri, 1,0)(10'3 M derisimde olacak sekilde tetrahidrofuran-
su ikili karisiminda 40 mL hazirlandi ve ¢dzelti ¢ift cidarl hiicreye almarak 25 °C +

0,1 °C sicaklikta potansiyometrik yontemle titre edilmistir.

Siilfoniliire grubuna ait S=O...H-N protonu i¢in iyonlasma sabitinin (pK,)

degerlendirilmesinde PKPOT programi kullanilmistir. PKPOT programi, pK,
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hesaplamalarinda kullanilan bilgisayar programidir. Bu programda tahmini pK,
degerleri olarak literatiirin su ortami i¢in verdigi degerler kullanilmigtir. Ayrica bu

programin yaninda grafiksel yontemlerden de yararlanilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Calisilan siilfoniliire grubu bilesiklerin PKPOT ve grafiksel yontem ile
elde edilen pK; degerleri

% 40 THF % 45 THF % 50 THF % 55 THF % 60 THF
- © - © [ © [ © [ ©
Bilesikler 8 ;‘2 8 g 8 g 8 g 8 %
X [ X © X © X © N [
o O o (O] o (O] o (O] o (O]
) ) 6,570 | 6,542 | 6,874 | 6,684 | 7,046 | 6,923 | 7,288 | 7,079 | 7,462 | 7,293
Glibenklamid
+0,023 +0,057 +0,031 +0,034 +0,035
Gliklazid 6,635 | 6,582 | 6,851 | 6,741 | 7,098 | 6,977 | 7,278 | 7,138 | 7,447 | 7,380
iklazi
+0,024 +0,058 +0,050 +0,051 +0,043
) o 6,703 | 6,651 | 6,873 | 6,785 | 7,116 | 7,060 | 7,316 | 7,223 | 7,522 | 7,429
Glimepirid
+0,023 +0,057 +0,041 +0,049 +0,044
Glinizid 6,599 | 6,502 | 6,785 | 6,711 | 7,060 | 6,943 | 7,213 | 7,092 | 7,432 | 7,309
ipizi
P +0,024 +0,056 +0,043 +0,051 +0,038

Sadece bir iyonlagsma sabiti olan siilfoniliire grubu bilesiklerin iyonlasma sabiti

tayininde Gran fonksiyonundan ve ¢-pH grafiklerinden de yararlanilmistir. Sonuglar

cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2. Calisilan siilfoniliire grubu bilesiklerin Gran metodu ve ¢-pH
grafiginden elde edilen pK, degerleri

% 40 THF % 45 THF % 50 THF % 55 THF % 60 THF

I I I I I
Bilesiker | 8 | = | 8§ |2 | § |2 |&§ |2 | &8 | =
O le |O e |© e |© e |© s

Glibenklamid | 6,556 | 6,563 | 6,714 | 6,702 | 6,932 | 6,977 | 7,103 | 7,128 | 7,304 | 7,368

Gliklazid | 6,599 | 6,622 | 6,772 | 6,775 | 6,996 | 7,009 | 7,168 | 7,193 | 7,427 | 7,480

Glimepirid | 6,668 | 6,682 | 6,812 | 6,812 | 7,080 | 7,131 | 7,254 | 7,253 | 7,440 | 7,483

Glipizid 6,523 6,548 | 6,742 | 6,731 | 6,959 | 6,974 | 7,112 | 7,147 | 7,326 | 7,379

Cizelge 1 ve 2’den de goriilecegi iizere PKPOT programi, grafiksel yontem, Gran

fonksiyonu ve ¢-pH grafiklerinden elde edilen degerler birbirine yakindir.
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Cizelge 5.3. Calisilan tiyazolidindion grubu bilesiklerin PKPOT ve grafiksel yontem
ile elde edilen pK, degerleri

%40THF | %45THF | %S50THF | %55THF | %60 THF

[ © [ © [ © [ © [ ©
Bilesikler | © [ &£ | Q [& | Q |2 |9 |2 |9 | &

% < ¥ |8 ¥ |8 % IS % s

o Q] o (O] o (O] o Q] o Q]
5 4012 3.984 3.955 3.860 3,785
O | pKy 4,025 4,010 3,955 3.870 3,785
L +0,042 +0,099 £0,013 +0,068 +0,081
S 6,989 7.207 7.423 7560 7.781
2 | pKe 7,015 7,208 7,423 7,580 7,792
8 +0,026 +0,062 +0,051 +0,063 +0,052
o

4.830 4727 4672 4578 4.469
o | pKa 4,801 4715 4,665 4,568 4,458
3 +0,032 +0,098 +0,088 +0,109 +0,070
= 6,143 6,343 6,602 6,819 7138
S | pKa 6,151 6,330 6,554 6,771 7,059
3 10,051 +0.070 +0.067 10,084 1£0,065
2 7543 7.759 7.955 8.089 8.224
S | pKag 7.607 7.816 8,006 8.151 8,305
10,029 +0.076 +0.,060 10,082 +0,060

5.2. Sivi Kromatografik Yontem Verilerinden Elde Edilen Iyonlasma Sabitleri

Calisilan bilesiklerin s1vi kromatografik davraniglarinin incelenmesinde ve iyonlagsma
sabitlerinin tayininde, Shimadzu marka YPSK cihazi kullanilmistir. Sistemde, sistem
kontrol iinitesi (CBM 20A), pompa (LC20 AD), dedektdr (SPDM 20A Foto Diyod
Dizi), kolon firm1 (CTO 20 AC) ve gaz giderme {initesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.
Bilesiklerin pik simetrisi ve alikonma davraniglar1 incelendiginde YMC J’sphere
ODS-H80 (4 pum, 150 mm x 4,6 mm ID).kolon tercih edilmistir. Caligmada
enjeksiyon hacmi 20 uL, dalga boyu (A) 230 nm, akis hiz1 1,0 mL/dakika ve sicaklik
25 °C’dir. Bilesiklerin kapasite faktorlerinin hesaplanmasinda kullanilacak to degeri
Urasil’in mobil fazdaki ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. Urasil i¢in dalga boyu
(M) 254 nm olacak sekilde ¢alisilmistir. Bu ¢alismada mobil faz organik modifiyeri
olan tetrahidrofuranin derisimi % 40, % 45, % 50, % 55 (v/v) olacak sekilde
belirlenmistir. Calisilan mobil fazlara 15 mM fosforik asit olacak sekilde derisik
fosforik asit ilave edilmis ve NaOH ilavesi ile mobil fazin pH’s1 2,5; 3,0; 3,5; 3,75;
4,0; 4,25; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 6,75; 7,0; 7,25; 7,5; 7,75; 8,0; 8,25; 8,5; 8,75 olacak
sekilde ayarlanmistir. Her bir bilesik ve urasil i¢in iki tekrarli enjeksiyonlarda elde
edilen ortalama alikonma zamanlari ile kapasite faktorleri hesaplanmistir. Kapasite

faktoriintin pH ile degisimi, sigmoidal davranis gosterir. Bu sigmoidalin orta
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noktasindaki pH degeri, o bilesigin calisilan ortamdaki iyonlasma sabitini verir.
Kapasite faktorii — pH iligkisi NLREG programu ile degerlendirilerek bilesiklerin pK,
degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.4 ve 5.5). Kullanilan kolonun THF-su ortami i¢in
uygun oldugu gozlenmistir. Ancak rosiglitazon maleatin pK,3 degeri, calisilan

kolonun pH araliginin yetersizligi nedeniyle tayin edilememistir.

Cizelge 5.4. Caligilan siilfoniliire grubu bilesiklerin NLREG ile elde edilen pK,

degerleri
% 40 THF % 45 THF % 50 THF % 55 THF
Bilesikler NLREG NLREG NLREG NLREG
Glibenklamid | 6,200 (+0,021) | 6,481 (+0,025) | 6,662 (+0,072) | 6,894 (+0,056)
Gliklazid | 6,335 (+0,029) | 6,564 (£0,049) | 6,734 (+0,046) | 6,915 (£0,041)
Glimepirid | 6,369 (£0,012) | 6,537 (£0,021) | 6,720 (+0,039) | 6,942 (+0,051)
Glipizid 6,257 (£0,037) | 6,425 (£0,048) | 6,674 (+0,071) | 6,839 (£0,045)

Cizelge 5.5. Calisilan tiyazolidindion grubu bilesiklerin NLREG ile elde edilen pKj,
degerleri

% 40 THF

% 45 THF

% 50 THF

% 55 THF

Bilesikler

NLREG

NLREG

NLREG

NLREG

p Kal

HCI

4,116 (£0,037)

4,100 (£0,050)

4,077 (£0,097)

4,054 (£0,077)

p Ka2

Pioglitazon

6,709 (£0,025)

6,929 (£0,047)

7,106 (£0,033)

7,307 (£0,050)

p Kal

4,577 (£0,033)

4,455 (£0,071)

4,315 (£0,049)

4213 (£0,053)

p Ka2

Maleat

6,055 (£0,043)

6,261 (£0,042)

6,403 (£0,056)

6,612 (£0,044)

Rosiglitazon

p Ka3
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5.3. Yasuda-Shedlovsky Esitligi ve Extrapolasyon Yontemi ile Sudaki pK,
Tayini Sonuclar
Ilaglar viicutta sulu ortamda emilmekte, dagilmakta ve atilmaktadir. Bu yiizden ilag
maddelerinin asitlik sabitlerinin belirlenmesinde, en uygun ortam su ortamudir.
Ancak ilaglarin ¢ogu suda ¢oziiniirliigii az olan bilesiklerdir ve dolayisiyla organik
¢oziicli karigimlarma ihtiyag duyulmaktadir. flag maddelerinin su-organik ¢dziicii
karisimlarinda pK, tayininden elde edilen verilerden sudaki pK, degerlerine
ulagabilmek icin  Yasuda-Shedlovsky esitligi ve extrapolasyon ydntemi
kullanilmistir. Siilfoniliire grubu bilesikler i¢in potansiyometrik titrasyon ve ters faz
stvi kromatografik yontemiyle elde edilen sonuglarin sudaki pK, degerleri gizelge

5.6’da, tiyazolidindion grubu bilesikler i¢in ise ¢izelge 5.7°de verilmistir.

Cizelge 5.6. Calisilan siilfoniliirelerin extrapolasyon yontemleriyle elde edilen sudaki

pKa degerleri
NLREG PKPOT
Bilesikler
1/€-pK, | Yasuda-Shedlosky | 1/€-pK, | Yasuda-Shedlosky
Glibenklamid | 5,499 5,489 6,013 6,002
Gliklazid 5,742 5,732 6,096 6,085
Glimepirid 5,743 5,733 6,117 6,106
Glipizid 5,611 5,601 6,027 6,016

Cizelge 5.7. Calisilan tiyazolidindionlarin extrapolasyon yontemleriyle elde edilen
sudaki pK, degerleri

Bilesikler NLREG PKPOT
eylie 1/€-pK,| Yasuda-Shedlosky | 1/€-pK, | Yasuda-Shedlosky
Pioglitazon HCI
(Bazik Kisim) 4,187 4,177 4,201 4,190
Pioglitazon HCI
(Asidik Kisim) 6,087 6,077 6,475 6,464
Rosiglitazon Maleat
(Bazik Kisim) 4,967 4,958 5,070 5,059
Rosiglitazon Maleat
(Asidik Kisim) 5,480 5,470 5,429 5,418
Rosiglitazon Maleat - - 7,121 7,110
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Elde edilen pK, degerleri literatiirlerde verilen degerlerle ve SPARC, ACDLab,
Marvin programlarindan elde edilen degerlerle karsilagtirilmis (Cizelge 5.8) ve

birbirleri ile uyumu olduklar1 gériilmiistiir.

Cizelge 5.8. Calisilan bilesiklerin SPARC, ACDLab, Marvin programlarindan ve
literatiirlerden alinmig pK, degerleri.

Bilesikler SPARC| ACDLab [Marvin Literatiir
Glibenklamid | 5,57 |4,17+0,30| 4,320 6,2% 6,0°; 5,3% 6,8%; 5,2°
Glimepirid 5,55 |4,99+0,50 | 4,320 5,2% 6,2°7

Gliklazid 5,32 [5,03+0,50| 4,070 [5,8°9""): 5 98k 5 58" 5 64": 5 48"

5,56 |4,97+0,50| 4,320
9,98 |13,04+0,46/13,870
5,32 |6,47+0,12| 6,229
6,38 |6,35+0,50| 6,844
4,17 |5,53+0,22 (5,598
6,35 |6,35+0,50| 6,658

Glipizid 5,9"™"¢; 5,2%; 5,19, 5,49"; 4,89"

Rosiglitazon Maleat 6,1-6,8”"; 6-7°

Pioglitazon HCI 5,8-6,4"; 5,37"; 5,56"; 4,74"

a) Gogelein vd., (1999); b) AbuRuz vd., (2005); c¢) Lai ve Feng, (2006); d) Mandi¢
ve Gabelica (2006); e) Remko (2009); f) Singh vd., (2009) g) Winters vd., (1994) h)
Masereel vd., (1996) 1) Alkhamis vd., (2003) j) Park ve Choi (2006) k) Kuo ve Wu
(2005) I) Thombre vd., (1999); m) Verma ve Garg (2005); n) Jain vd., (2008); 0)
Nazir vd., (2009); p) Yardime1 ve Ozaltin (2005); r) Kamila vd., (2009); s) Chou vd.,
(2005); t) Henderson vd., (2006); u) Narasimham ve Barhate., (2011).

5.4. Sonug¢

Ilaglarm o6zellikle asit-baz yapilar1 ve konsantrasyonlari eczacilik ve klinik agidan
oldukca Onemlidir. Asitlik sabitlerinin belirlenmesinde potansiyometrik metot,
spektrofotometrik metot, kromatografik metotlar ve kapiller zone elektroforez
metotlart sik¢a kullanilmaktadir. Bu metotlarin en gilivenilir ve yaygin olarak

kullanilan1 potansiyometrik metottur.

Su ortaminda ¢6ziinmeyen ve dolayisiyla titrasyonu mimkin olmayan ilag aktif
maddelerini susuz ortamlarda ya da su-organik ¢oziicii ikili karisimlarinda tayin
etmek miimkiin olabilmektedir. Iki ¢oziicii karisimi ya da su-organik coziicii
karisimlart hem fiziksel (dielektrik sabiti, yogunluk, viskozite) hem de kimyasal

(asit-baz ve akseptor-donor ozellikleri) olarak tamamen farkli bir ¢6ziicti 6zelligi
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gosterir. Bu ylizden uygun bir ¢oziicli segmek iyonlagma sabiti tayininde oldukga

onemli hale gelmektedir.

THF, iyonik ve ndtral tiirleri, organik ve organometalik bilesikleri ve polimerik
materyaller gibi cesitli maddeleri yliksek oranda ¢ozmeye egimli oldugundan,
organik sentezinde uygun ¢oziicli olarak ve endiistriyel proseslerin uygulanmasinda
genis bir kullanim alanina sahiptir. Tercihen su ile karistirilir ve birgok analitik kimya
tekniklerinde kullanilir. Bu kullanim alanlar1 ve digerleri, THF i¢inde ¢6ziinenlerin
asit-baz ozelliklerinin bilinmesi ve bu ¢ozeltiler i¢inde iyon-iyon ve iyon-¢oziicii
etkilesimlerinin aydinlatilmasi i¢in ¢alismalarin THF {izerinde yogunlagmasina neden

olmustur (Garrido vd., 2008).

THF, dipol olan ve asit Ozelligi gOstermeyen yani dipolar aprotik coziiciiler
arasindadir. Dipolar aprotik c¢oziiciilerin dengeleme etkileri olmadigindan asit
karisgimlart ve baz karigimlari kademeli olarak titre edilebilir. Ciinkii boyle
¢oziiciilerin genis bir calisma araligi vardir. Ornegin amfiprotik bir ¢dziiciide 2pK
birimi kadar olan fark, THF gibi dipolar aprotik c¢oziiclilerde 5 pK birimine kadar
cikabilir. Caligma potansiyel aralig1 veya pH aralig1 ¢ok genis oldugundan bu biiyiik
fark titrasyon kolayligi saglamis olur. Iyonlasma derecesi ¢oziiciiniin dielektrik
sabitine baglidir. Dielektrik sabitinin bilyiikk olmasi ¢oziicliniin iyi ayirma giiciine
sahip oldugunu gosterir. Bu durumda ¢oziicii, yiiklii taneciklerin olusmasina engel
teskil etmez ve yliksiiz asitlerin iyonlagsmasini kolaylastirir (Giindiiz, 1988). Tiim bu
ozelliklerinden  dolayt ~ THF,  potansiyometrik  titrasyon  yOnteminde

kullanilabilmektedir.

Literatiir caligmalar1 incelendiginde su-organik ¢oziicti karigimlarinda pK, tayininde
genellikle metanol, asetonitril ve THF gibi organik ¢o6ziiciiler kullanilmigtir. Bu
caligmalarda, iyonlagma sabitlerinin sayisal degerlerinin ¢o6ziiciiniin bilesimi ile
dogrudan iligkili oldugunu gdstermektedir. Garrido (2008)’ya gore bu ¢oziiciilerden
suya en yakin pK, degerini veren organik ¢oziicli metanoldiir. Bu ¢oziiclilerdeki pK,
degerleri ayn1 zamanda aprotik coziiciilerdekinden daha diisiiktiir. Bunun sebebi
suyun ve metanoliin amfiprotik ¢6ziicii olmas1 ve yiiksek solvasyon kapasitesi
gostermesidir. Bununla birlikte THF gibi aprotik ¢oziiciilerin kolayca hidrojen bagi
kurabilecek bir hidrojen atomu yoktur. Sonug¢ olarak aprotik profobik coziiciilerde

katyonik form nétral formdan daha ¢ok tutunur ve pKj degerleri su-organik ¢oziicii
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ortaminda daha fazla olur. Ayrica THF’deki (protofilik ¢oziicii) pK, degerleri
protofobik ¢oziicli olan asetonitrile, protofilik ¢oziicii olan DMSO’dan daha benzer
olduguna dikkat edilmelidir. Bu durum asetonitril ve THF’nin benzer solvatokromik

parametrelere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Garrido, 2008).

Diger taraftan, aprotik c¢oziiciiler kiigiik autodisosiyasyon sabitleri nedeniyle
amfiprotik ¢oziiciilerden daha iyi farklandirilirlar. THF nin zayif H-bagi verme
kapasitesi, o, cogunlukla asit giicliniin yliksek ¢oziniirliigiini belirler. Diisiik
polarite, n*, ve diisiik hidrojen bagi alma kapasiteside, B, belirli bir ¢dziicii i¢inde
¢Ozilinlirligli arttirir.  Sonug¢ olarak THF’nin su ve metanol gibi amfiprotik
coziiclilerden c¢ok farkli olmadigini, ancak aprotik protofilik ¢6ziicii olan asetonitril
ve NM ile hidrojen bagi verme 6zellikleri nedeniyle ¢ok farkli olduklarini bulmustur

(Garrrido, 2008).

Solvasyon yetenegi ve dielektrik sabiti ayrisma reaksiyonlarinda onemli bir rol
oynar. Coziiciideki asidin zit yiiklerini ayirmak i¢in gereken enerji dielektrik sabiti ile
ters orantilidir. Bu enerji iyonlarin solvasyonu ile saglanabilir. Buna ilaveten asitten
¢oziicli molekiiliine proton transferi de biraz enerji saglar. Ciinkii karisimin dielektrik
sabiti ve solvasyon yetenegi azalir, THF %’si artar. (€n.0=78,36 ve Ernr=7,6).
Yiikleri ayirmak icin gereken enerji yiikselecektir ve bu yiizden ayrisma sabiti
derecesi diigiiriilecektir. Bu her bir asidin pK, degerinin ¢ozeltideki THF %’si arttikca
arttigin1 gosterir (Kamyabi, 2009).

Bu bilgiler 15181nda hem potansiyometrik titrasyon hem de HPLC yontemle yapilan
pK, tayininde, ¢oziiciideki THF %’si arttikca zayif asit dzelligi gosteren siilfoniliire
grubu bilesiklerden glibenklamid, gliklazid, glipizid ve glimepiridin iyonlagma
sabitinin diizenli olarak kii¢iildiigi yani pK, degerlerinin arttig1 goézlenmistir.
Fonksiyonel gruplara gore incelendiginde, R fonksiyonel gruplarinin asidik protona
olan uzaklig1 nedeniyle etkisi ¢ok azdir. Tiyazolidindion grubu bilesiklerden
pioglitazon HCI ve rosiglitazon maleatin, 2,4-tiyazolidindion grubunun zayif asit
ozelligi gostermesi nedeniyle ¢oziiciideki THF %’si arttikca pK, degerleri diizenli
olarak artmis, bazik 6zellik gosteren piridin halkasina ait pK, degeri ise ¢ozliciideki
THF %’si arttik¢a azaldig1 gézlenmistir. Colak (2011), yaptig1 ¢caligmada metil ve etil
piridinlerin, piridinden daha kuvvetli baz oldugunu goéstermistir. Pioglitazon HCI’nin

yapisinda bulunan piridin halkasi rosiglitazon maleattan farkli olarak etil piridin
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yapist igerir. Dolayistyla rosiglitazon maleattan daha bazik bir gruba sahiptir ve
deneysel sonuglarda da goriildiigii gibi daha diisiik pK, degerine sahiptir. Augustin
vd. (2000), piridin ve tiirevlerinin asetonitril, metanol ve su ortamina ait pKj, tayinini
yapmislardir. Piridinin yapisi1 i¢in metanol ortaminda pK, degeri 5,21; asetonitril
ortaminda 7,23; su ortaminda ise 4,94-5,42 olarak hesaplamiglardir. 2,4-
tiyazolidindion gruplarinda bulunan piridin yapis1 farkli substiitientlerin etkisinde
oldugu icin bu degerler THF-su ortaminda farkli hesaplanmistir. Sonug¢ olarak,
yapilardaki benzer gruplarin sivi kromatografi yontemi kullanilarak THF-su
ortaminda tayin edilen pK, degerleriyle potansiyometrik yontemle elde edilen pK,

degerlerinin uyumlu oldugu goriilmektedir.

Narasimham ve Barhate (2011), gliklazid, glipizid ve pioglitazon gibi antidiyabetik
ilaglarin pK, degerlerini potansiyometrik titrasyon yontemiyle ve spektrofotometrik
yontemle metanol, etanol, asetonitril ve 1,4-Dioksan ¢oziiciilerini kullanarak tayin
etmislerdir. Yaptiklar1 ¢calismada Yasuda Shedlovsky esitligini kullanarak sudaki pK,
degerlerini hesaplamislar. Pioglitazon i¢in sadece piridin grubuna ait pK, degerini
4,74 + 0,06 ile 5,56 = 0,05 araliginda bulabilmislerdir. Glipizid i¢in sudaki pKj
degerleri 4,89 + 0,15 ile 5,49 + 0,05 arasinda, gliklazid i¢in 5,48 + 0,05 ile 5,70 +
0,01 arahiginda hesaplamislardir. Buna gore metanol, etanol, asetonitril ve 1,4-
dioksan organik ¢oziicii su karigimlari kullanildiginda elde edilen sudaki pK,
degerleri, bu ¢alismada THF-su ¢oziicii kullanildiginda potansiyometrik titrasyon

yontemiyle elde edilen pK, degerlerinden daha kii¢iik oldugu gézlenmistir.

Bu konu iizerinde yapilan baska literatiir taramasi sonucunda iyonlasma sabiti
tayinine rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismamizda elde edilen sonugclar, literatiire

onemli katki saglayacaktir.

Kromatografi, karmasik karisimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi, taninmasi ve
tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemler toplulugudur. Bu yontemler
toplulugundan HPLC, dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, duyarlilik ve
sonuclarin hizli elde edilmesi gibi diger yontemlere gore bircok {istiin yanlara
sahiptir. Ayrica, HPLC ile nanogram seviyesinde bile miktar analizi
yapilabilmektedir. Biyolojik sivilarda farmakokinetik ¢aligmalarda diisiik derisimlere
inebilmek olduk¢a dnemlidir. Bundan dolay1 da ilag endiistrisinde hem farmasotik

preparatlarda hem de biyolojik sivilarda ila¢ analizlerinde HPLC olduk¢a yaygin bir
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sekilde kullanilmaktadir. HPLC ¢alismalarinda, sabit fazin 6zellikleri ve hareketli
fazin bilesimi, ayrilan maddenin kromatografik davranisina etki etmektedir. Bundan
dolayr ayrimin iyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuglarin alinabilmesi igin

kromatografik kosullarin optimizasyonuna gerek duyulmaktadir.

Glipizid, glibenklamid, ve pioglitazon HCI’nin belirlenmesi i¢in gelistirilen HPLC
yonteminde kromatografik ayirim i¢in THF ortaminda kullanilabilen ters faz YMC
J’Sphere ODS-H80 (4 um, 150 mm x 4,6 mm ID) kolon kullanildi. % 40, % 45, %
50 ve % 55 THF-su ortaminda farkli pH’larda elde edilen kapasite faktorleri,
secicilik faktorii ve ayirma giicti degerleri de goz Oniine alinarak, % 40 THF (v/v),
pH 4,5 ta calisildi. Akis hizi 1 mL/dak, dalga boyu 230 nm, sicaklik 30 °C ve
enjeksiyon hacmi 20 pL olarak calisma parametreleri belirlendi. Glibenklamid,
glipizid, ve pioglitazon HCI analizi sirasinda i¢ standart olarak segicilik, ayirma giicii
ve analiz siliresi gbz Oniline alinarak tiyazolidindion grubundan rosiglitazon maleat

secilmistir.

Kalibrasyon fonksiyonunun dogrusal araligmmin  belirlenmesinde  glipizid,
glibenklamid ve pioglitazon HCI ¢ozeltilerinden 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ve 18 pug/mL
derigimlerde ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’ de kromatogramlari alindi ve her bir
¢ozeltinin derisimine karst HPLC den elde edilen piklerin alan1 grafige gegcirilerek
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Gelistirilen yOntemin sistem kararlilik
parametreleri saptanmis ve elde edilen parametreler 15181inda yontemin uygulanabilir
oldugu bulunmustur. Bilesiklerin tayini i¢in kesinlik caligmalari, 8 ug/mL ve 16
pg/mL derisimlerinde gerceklestirilmistir. Grafik, glipizid i¢in 6 pg/mL ile 18 pg/mL
arasinda dogrusaldir ve dogrunun denklemi y = 3,052x -0,116 (y: pik alani, x:
derigsim), korelasyon katsayis1 (r) ise 0,999 olarak belirlenmistir. LOD, 0,441 pg/mL;
LOQ ise 1,336 pg/mL olarak tespit edildi. Giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik
degerlerinin bagil standart sapmasi1 8 ug/mL i¢in glinler i¢i degeri 0,088; giinler arasi
BSS degeri 0,381°dir. 16 pug/mL igin giinler i¢i BSS degeri 0,549; giinler arasi BSS
degeri 0,810’dur.  Grafik, glibenklamid i¢in 4 pg/mL ile 18 pg/mL arasinda
dogrusaldir ve dogrunun denklemi y = 3,115x -0,512 (y: pik alani, x: derisim),
korelasyon katsayisi (r) ise 0,999 olarak belirlendi. LOD, 0,495 pg/mL; LOQ ise
1,501 pg/mL olarak tespit edildi. Glin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik degerlerinin bagil
standart sapmas1 8 pug/mL i¢in giinler i¢i degeri 0,068; gilinler arast BSS degeri
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0,115°dir. 16 pg/mL i¢in gilinler ici BSS degeri 0,137; giinler aras1 BSS degeri
0,245’dur. Grafik, pioglitazon HCI i¢in 4 pg/mL ile 18 pg/mL arasinda dogrusaldir
ve dogrunun denklemi y = 2,571x -0,954 (y: pik alanmi, x: derisim), korelasyon
katsayisi (1) ise 0,999 olarak belirlendi. LOD), 0,674 ng/mL; LOQ ise 2,044 pg/mL
olarak tespit edildi. Gilin-i¢i ve giinler-arasi1 kesinlik degerlerinin bagil standart
sapmasi 8 ug/mL icin giinler i¢i degeri 0,285; giinler aras1 BSS degeri 0,834’diir. 16
pg/mL igin giinler i¢i BSS degeri 0,131; giinler aras1 BSS degeri 0,194 dur.

Metodun seciciligi farmasotik dozaj formunun test edilmesiyle tespit edilir.
Gelistirilen ve yontem gecerlilik hesaplamalar1 yapilmis olan yontem glipizid,
glibenklamid ve pioglitazon HCI etken maddelerini igeren farmasotik dozaj formuna
uygulanmis ve her {ic maddenin de aym anda analizinde kullanilabilecegi
goriilmiistiir. Tablet igerisinde yer alan yardimci maddelerin analiz ydntemi
tizerindeki etkilerini inceleyebilmek igin geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir.
Farmasotik preparattan geri kazanim ¢alismalar standart ekleme yontemi ile yapildi.
Elde edilen sonuglara gore tablet katki maddelerinin analizi etkilemedigi ve tablet

igerikleri ile iyi uyusma i¢inde oldugu sonucuna varilmaistir.

Elde edilen veriler 15181nda, glipizid, glibenklamid ve pioglitazon HCI’nin ayn1 anda
analizi i¢in hizli, duyarli, kesin, kolay, dogru ve herhangi bir 6n ayirma iglemine
gerek duyulmayan bir analiz yontemi gelistirilmis ve piyasa preparatlarinda bu
maddelerin ayn1 anda analizine basarili bir sekilde uygulanabildigi istatistiksel olarak
gosterilmistir. Sonug olarak, tez kapsaminda bu bilesiklerin ayn1 anda tayini igin
gelistirilmis olan HPLC ydntemi bu 1ki maddenin farmasdétik dozaj formlarindan aym

anda tayini i¢in onerilmektedir.
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