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OZET

Polat, M. B. Kabergolin ve Tadalafil'in asitlik sabitlerinin tayininde
Spektrofotometri, potansiyometri ve yiiksek performansh sivi kromatografisi,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Programi Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2016. Asidik iyonlagsma sabiti (pKa) ilacin viicutta absorpsiyonu,
dagihmi ve eliminasyonu mekanizmalarinda énemli bir fizikokimyasal parametredir.
llac etkin maddelerinin pKa degerlerinin belirlenmesi icin cesitli analitik
yontemlerden vyararlanilir, bu amacgla potansiyometri, spektrofotometri ve HPLC
yaygin kullanilir. Kabergolin, parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan gli¢li ve
uzun sireli prolaktin dasuricli etkiye sahip bir dopaminerjik ergolin tlrevidir.
Tadalafil ise, cinsel uyari ile lokal nitrik oksit salinimi sirasinda, Tadalafil'in PDE5S
inhibisyonu ile korpus kavernozum cGMP seviyesinde artis meydana getirir. Bu tez
calismasinda, Kabergolin ve Tadalafil etkin maddelerinin pK, degerlerinin
potansiyometrik, spektrofotometrik veya HPLC yontemleri ile saptanabilirligi
incelenmistir. Kabergolin’in pK, degeri, potansiyometri, spektrofotometri ve HPLC
yontemleriyle sirasiyla 6.43, 6.05 ve 6.00 olarak bulunmustur. Spektrofotometrik
pKa degeri diger yontemlerden anlamh bicimde farkh bulunmus (p>0.05) ve
Kabergolin’in pK; tayini icin potansiyometrik ve HPLC yéntemlerinin uygun oldugu
belirlenmistir. Tadalafil'in pK, degeri ise potansiyometrik ve spektrofotometrik
yontemleri ile sirasiyla 3.52 ve 3.44 olarak hesaplanmistir. Ancak, HPLC
calismalarinda Tadalafil icin hareketli fazin pH’sindaki artisla kapasite faktorinde
degisimi saptanamamistir. Kabergolin ve Tadalafil'in pKa tayini igin gelistirilen
yontemler yiiksek tekrarlanabilirlik (BSS<%1) gostermektedir. Bu calismada,
Kabergolin ve Tadalafil icin gelistirilen yontemlerle deneysel olarak elde edilen pKa
degerleri ile yaygin kullanilan yazihm programlari ile hesaplanan pKa degerleri
karsilastirildiginda, blyilk oranda tutarsizlik gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kabergolin, Tadalafil, pKa, spektrofotometri, potansiyometri,
HPLC
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ABSTRACT

Polat, M. B. Spectrophotometry, potentiometry and HPLC in Determination of
Acidity Constant for Cabergoline and Tadalafil, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, Analytical Chemistry Master Degree, Ankara, 2016.
Acidic dissociation constant (pKa) is an impotant physicochemical parameter in
absorption, dissosiation and elimination mechanisms of drugs in body. Various
analytical methods are utilized for the determination of pKs values of
pharmaceutical active ingradients, and potentiometry, spectrophotometry and
HPLC are the most common methods.Cabergoline is dopaminergic ergoline
derivative having a powerful and long term prolactine reducing effect which is used
for the treatment of parkinson disease. Tadalafil leads an increase in the level of
Corpus cavernosum cGMP during emission of nitric oxide in consequence of sexual
arousal. In this thesis, the detection of pK; values for Cabergoline and Tadalafil by
using potantiometry, spectrophotometry or HPLC were investigated. The pK, value
for Cabergoline was found to be 6.43, 6.05 and 6.00 by spectrophotometry,
potentiometry and HPLC. Spectrophotometric pKa value was significantly different
(p>0.05) from others, and potantiometry and spectrophotometry were found to be
appropriate for pK, value determination of Cabergoline. pKa value for Tadalafil by
potentiometry amd spectrophotometry was found to be 3.5 and 3.44, respectively.
But, in HPLC, no change was observed in retention times of Tadalafil by increasing
pH value of mobile pase. Developed methods for determination of pKa values for
Cabergoline and Tadalafil demonstrated high repeatabilities (RSD<%1). In this study,
experimental pK; values for Cabergoline and Tadalafil from developed methods
were compared with the values calculated by the common softwares, a large level
divergence was observed.

Key Words: Cabergoline, Tadalafil, pKa, Spectrophotometry, Potentiometry, HPLC
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1. GiRiS

Asidik iyonlagsma sabiti (pKs) endistride ila¢ tasariminda ve ilacin vicutta
absorpsiyonu, dagilimi ve eliminasyonu mekanizmalarinda 6énemli rol oynayan bir
fizikokimyasal parametredir. Henderson-Hasselbalch (1) denklemine gore
belirlenebilen iyonize ve noniyonize formlar; ilacin hiicre igine gegisleri, plazma
proteinlerine baglanmalari ve dokuda penetrasyonunda anahtar rol oynar. ilaglarin
farkli pH degerlerindeki iyonlasma dereceleri viicutta biyolojik membranlardan
gecislerini, dolayisiyla; farmakodinamik/farmakokinetik 6zelliklerini ve ilacin
uygulanma yolunu belirleyen en énemli unsurlardandir. Bu nedenle, yeni/aday ilag
molekdillerinin  gelistiriimesinde ya da kullanimdaki ilaglarin biyofarmasotik
siniflandiriimasindaki  (BCS) vyerinin belirlenmesinde, ilacin ¢6zUnurliginid ve
membranlardan gecisini dogrudan etkiledigi icin pKa degeri belirlenmesi gereken bir
parametredir (2). ilac etkin maddelerinin pK. degerlerinin belirlenmesinde
potansiyometrik, spektrofotometrik ve kromatografik yontemler gibi bircok farkh
yontemden yararlaniimaktadir.

Kabergolin, gicli ve uzun sireli prolaktin disiriici etkiye sahip bir
dopaminerjik ergolin tirevidir. Hipofiz laktotroflari Ustlindeki D2-dopamin
reseptorlerini dogrudan uyarip prolaktin sekresyonunu inhibe ederek etkisini
gosterir. Kabergolin, serum prolaktin dizeylerini diisiiren dozdan daha yiiksek oral
dozlarda, D2 reseptorinii uyarma yolu ile santral dopaminerjik etki de sergiler. Bu
ozelligi nedeniyle Kabergolin parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilir (3,4).

Tadalafil, siklik guanozin monofosfat’a (cGMP) spesifik fosfodiesteraz tip 5’in
(PDE5) geri dondsumli ve secici inhibitoridir. PDE5 inhibisyonu, korpus
kavernozum cGMP seviyesini artirir ve diiz kaslari gevseterek penil dokuya kan
dolmasina neden olur.

Bu tez calismasinda, Kabergolin ve Tadalafil etkin maddelerinin pK, degeri
potansiyometrik, spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile deneysel olarak

saptanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asidik iyonlasma Sabiti

Zayif asitler suda ¢oziindiigiinde, kismi iyonlasma meydana gelir. iyonlasan

asidin kuvveti iyonlasma sabiti ile tanimlanir.

HA+H,0 & H*+ A” (2.1)
_ [H*][47]
Ko =" (2.2)

lyonlasma sabiti (pKa), bir asidin veya bazin giiciinii belirleyen bir
parametredir. pKa, verilen herhangi bir pH degerinde bir molekilin Gzerindeki ylki
belirlemeye izin verir. pK,, bir bilesigin noniyonize ve iyonize formlarinin denge
sabitlerinin negatif logaritmasi ile tanimlanir. Bu deger, bir molekilin herhangi bir
pH degerinde iyonize ve noniyonize tirlerin oranini ve bilesigin asidik veya bazik

Ozellige sahip oldugunu gosterir.

pKa = —log Ka (2.3)

Artan pH degeri, ortamdaki molekiliin iyonlasma yuzdesini degistirir (Sekil

2.1).

100
a0
[i10]
Ta

50
40
ia
20
1d

u] 1 2 3 4 3 B 7 g 3 1 11 12 13 14

Sekil 2.1. pK,= 8 olan bir asidin ylizde iyonlasmasini gésteren grafik (5)



Gozelti ortaminin asit veya baz eklenmesi veya seyreltiimesi durumunda pH
degerinin degismesine direng gosteren ¢ozeltilere tampon ¢ézelti denir. Tampon
¢Ozeltiler, konjuge asit-baz ciftlerinden hazirlanir. Tampon c¢ozeltiler, basta insan
vlicudu olmak Uzere bir¢ok biyolojik ve kimyasal durumda karsimiza ¢ikmaktadir.
pKa degeri, ilacin membranlardan gecisi ile vicutta absorpsiyon, dagilma ve
eliminasyon mekanizmalarinin anlasilmasinda ¢ok 6nemlidir (6).

Tampon c¢oOzeltilerin pH degerinin hesaplanmasi biyokimyasal sirecler icin
hayati 6nem arz etmektedir. Bu nedenle Esitlik 2.2’den tiretilen Henderson-

Hasselbalch esitligi kullanilmaktadir.
pH = pK, + logNe4 (2.4)
CHA

Burada cHa noniyonize tirlin, cnaa ise iyonize tirin derisimini ifade
etmektedir.

Henderson-Hasselbalch esitligi, eczacilikta bir ilacin viicut igindeki davranisini
anlamak igin kullanilan en oOnemli esitliklerden biridir. Dolayisiyla pKs, ilag
molekilinin davranisini anlamada kullanigli bir parametredir. Bir molekilin farkl
iyonik tirlerinin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri farkhlik gosterir. Bu durum
aktif bolgeye sahip molekiliin iyonize formunu saptamada énemlidir (5).

pKs, ilag molekilinin degisik pH degerlerindeki iyonlasma miktarini
etkileyen o6nemli bir fizikokimyasal parametredir. pK, bilinmesi, ilac kesfi ve
gelistirilmesi calismalarinda biiyilk ©neme sahiptir. ila¢ sanayinde, biyoaktif
molekdillerin asidik iyonlasma sabiti (pKa) en 6nemli fizikokimyasal parametrelerden
biridir. Bircok molekilin sahip oldugu asidik veya bazik o6zellikleri, yapilari ile
dissosiyasyon katsayilari arasindaki iliskileri ve maddelerin biyofarmasotik
ozelliklerini aciklamada ve ilag gelistirme c¢alismalarinda kullaniimaktadir.

pKa hesaplanabilmesi icin bilesigin oncelikle ¢c6zinmesi gerekir. Cozlinebilen

molekdilerin iyonlagsmasi hakkinda fikir yaratalebilir.



2.2. Suda Az Coziinen Bilesikler i¢in pKa Tayini

pKa tayini icin kullanilan baslica ortam sudur. Ancak bazi ilaglar suda ¢ok az
¢Ozunir ve bundan 6tirl pKadegerlerinin tayini igin organik ¢ozlicllerin kullanildig
farkli yontemler gelistirilmistir. Su-organik ¢o6zictu karisimlari kullanilarak pKa
hesaplanabilmektedir. pK, tayini icin spektrofotometrik, potansiyometrik,
kromatografik ve elektroforetik bircok yontem gelistirilmistir (7-9). Deneysel
yollarin disinda matematiksel algoritmalar yardimiyla bilesigin temel kimyasal
yapisindan yola cikarak reaktifligin ve fizikokimyasal parametrelerin tahmin edildigi
bilgisayar programlari mevcuttur. Bu programlar yardimiyla bir¢ok ilag molekiliinin
deneysel olmayan pK, degeri matematiksel modellemeler esas alinarak tahmin

edilmistir (10).

2.3. Potansiyometrik Yontem

Bu yontem elektrokimyasal hicrelerde farkedilir bir akim ge¢miyor iken
yapilan potansiyel 6lciimlerine dayanir. Onceleri bu yéntem titrimetrik analiz
yontemleri olarak déniim noktasi belirlemede, daha sonra ise iyon segici membran
elektrotlarin varhgiyla iyon derisimi saptamada kullanilmistir. Bir referans, bir
¢alisma elektrodu ve bir de potansiyel dl¢iim cihazi iceren bu dizenekler ucuz ve

pratiktir.

2.3.1. Potansiyel Olglimleri icin Cam Elektrot

Potansiyel olcimi icin en bilinen iyon segici elektrot cam elektrottur. pH
Olclimi icin kullanilacak hiicre, analiz edilecek ¢ozeltiye daldiriimis cam indikator
elektrot ve bir referans elektrottan (glimis-glimis klorir veya doygun kalomel

elektrot) olusur (Sekil 2.2).



sulu ic cozelt
[zirasiyla HCI

ve CaClz)

Ag/AgCl

Referans
__—elektrot

. Cam
Membran

Cam pH elektrodu

Sekil 2.2. Potansiyometrik 6lciimlerde kullanilan cam elektrot (1)

Cam indikator elektrot, pH duyarli cam bir membran iceren cam veya plastik
tlptdr. Thpln icerisinde seyreltik HCI ¢ozeltisi bulunmaktadir (veya klorir iceren bir
tampon). Cam membranin bilesimi, proton ve diger katyonlara karsi duyarligini
etkiler. Degisik oranlarda Na;O, CaO ve SiO; iceren bu membranlar, protona karsi
yiksek secicilige sahiptir. Ol¢im yapilmadan 6nce disiik, orta ve yiksek pH
degerlerinde olmak lizere en az 3 noktada kalibre edilmesi gerekir. Cam elektrot ¢ok
yuksek ve ¢ok dusiik pH degerlerinin 6lglimlerinde kullanilmaz; ¢linkl asit ve alkali

hatalari 6l¢glimin dogrulugunu etkiler.

2.3.2. Potansiyometrik Titrasyonlar

Titrasyonlarin esdegerlik noktasinin tayini nicel analizde biylik dnem tasir.
Uygun bir indikator elektrodun kullanildigi titrasyon yontemine potansiyometrik
titrasyon denir. Bu yontemde indikator elektrodun 6lclilen potansiyeli ile esdegerlik
noktasi tayin edilir.

Potansiyometrik titrasyon, renk indikatori kullanilarak yapilan titrasyona
gore daha dogru veri elde etmemizi saglar. Bu nedenle, potansiyometrik titrasyon

cok yaygin kullanilmaktadir.



2.3.3. Potansiyometrik Titrasyonlar ile pKa Tayini

pKa tayininde bilinen ilk yontem potansiyometrik titrasyonlardir. pKa degeri
11’den kiiglk olan maddelerin pKa degerlerinin hesaplanmasi igin ¢ok uygun bir
yontemdir. Ucuz ve basit olusu potansiyometrik titrasyonu, en ¢ok kullanilan pKj
tayin yontemi yapmaktadir. Kullanilan elektrodun kararli, duyarhg yiksek ve
tekrarlanabilirlige uygun olmasi gerekmektedir. Potansiyometrik titrasyon ile asit-
baz tepkimeleri icin cam elektrot kullanilmaktadir.

Suda ¢ozlinmeyen ilag molekiillerinde degisik oranlarda organik ¢dzici-su
karisimlari kullanilip ekstrapole edilerek pK; hesaplanir (11).

Potansiyometrik titrasyon hacmi ve derisimi bilinen bir titrantin belli kiiglk
miktarlarda analit ¢ozeltisine eklenmesi ile yapilir. Her titrant eklenmesinden sonra
degisen potansiyel (E), pH elektrodu yardimiyla diizenli olarak o6lgllir. Hacme karsi
Olcllen potansiyel grafige gecirilir ve elde edilen sigmoidal egrideki potansiyel
sicramasi denge potansiyelini verir. Bu potansiyel, pH’lari bilinen standartlar
kullanilarak pH’a ondan da pKiy'ya donistirilir. Geleneksel potansiyometrik

titrasyonlar icin kullanilan en dustik derisim limiti 10 M’dir (Sekil 2.3) (12).

pH (veya mV)

Esdegerlik
| noktas

e

titrant hacmi, mL

Sekil 2.3. Potansiyometrik titrasyon egrisi (1)

Bu tiir su-¢ozlici karisimlarinda “orijinal dilinde acik adi” (IUPAC) titrant
olarak KOH’i 6nermektedir. Titrant ayarl ve karbonat hatasini engelleyecek sekilde
olmalidir. Tim titrasyon kosullari dikkate alinmalidir, boylelikle su-organik ¢oziicii

karisimlarinin 6zellikleri bilinir ve pK, degerleri yorumlanabilir (13,14).



Analizi yapilan asit-baz ne kadar kuvvetli ise (yani pK, degeri ne kadar
fazlaysa) esdegerlik noktasina karsi gelen egrinin keskinligi o kadar artar. Ayni
sekilde pK, degeri ne kadar kiiclikse, egri daha da yayvanlasir.

Asil  karmasik olan suda az ¢ozinen bilesiklerin pKs; degerlerinin
hesaplanmasidir. Bu tiir bilesiklerin pK, tayini icin de potansiyometrik titrasyon
yapilmaktadir. Potansiyometrik titrasyonlarda elde edilen sigmoidal egrinin donim
noktasi degerini dogru olarak saptamak igin en ¢ok kullanilan yéntemler:

e Tlrev Yontemi
e Yasuda-Shedlovsky Ekstrapolasyon Yontemi
e Gran Fonksiyonu Yontemi

Tirev Yontemi: Tirev yontemi ile potansiyometrik titrasyondaki dénim
noktasinin belirlenmesinde daha kesin sonuclar elde edilir. Tirev yonteminde
titrasyon egrisinin birinci ve ikinci turevi alinir. Birinci tlirev egrisi, eklenen titrant
hacmine karsilik potansiyel degisiminin hacimdeki degisime orani (AE/AV) grafigidir.
Elde edilen egrinin pik noktasi, titrasyonun déniim noktasini vermektedir.

ikinci tiirev egrisi ise, eklenen titrant hacmine karsilik birinci tiirevin egimi
grafige gecirilerek elde edilir. ikinci tiirev egrisinde egrinin x-eksenini kestigi nokta
titrasyonun dénim noktasini vermektedir.

Yasuda - Shedlovsky Ekstrapolasyon Yoéntemi: Yasuda-Shedlovsky
ekstrapolasyon yontemi ile suda az ¢6zlinen bilesiklerin metanol, etanol, propanol,
dimetilsiilfoksit gibi c¢ozicllerde pKa degeri hesaplanabilmektedir. Yasuda-
Shedlovsky esitligi, hidroorganik ¢oziici karisimindaki pK, degeri (3pK,,) ile dielektrik
sabitinin tersinin (1/¢) dogrusal iliskisine dayanmaktadir. Bu yéntemde agirlikca

organik ¢ozlicli ylizdesine karsilik pK, degerleri grafige gecirilir (15).
spK, + log[H,0] = % + B (2.5)

Bu esitlikte, A dogrusal denklemin egimi; B ise ekseni kestigi nokta olup pKa
degerini %100 sulu ortam degerine yaklastirmak icin kullaniimaktadir. [H,0] ise

verilen ¢oziict karisimdaki suyun molar derisimini ifade etmektedir (16).



Bu esitligin kullanilabilmesi igin en az 3 farkli organik ¢6zlicli ylzdelerinde pK,
tayini yapiimahdir. Grafige gecirilen degerler yardimiyla pK, hesaplamalarinda
ortamin organik ¢ozicl ylzdesinin % 60’dan fazla olmasi durumunda bu esitlik

kullanilamamaktadir (17).

Gran Fonksiyonu Yéntemi: Potansiyometrik titrasyonun dénim noktasi,
titrasyon egrisinin biikiim noktasidir. Gran yaklasiminda, titrasyon egrisi degerlerinin

manipulasyonu ile dogrusal bir grafige donustirilmektedir (18) (Sekil 2.4).

Titrasyon egrisi Gran fonksiyonu
2e-3 T T T T T
le-3
B
S le3
TE
& 554
<
0
Se-d I I I L L
oo 03 06 02 12 135 12 oo 03 06 09 12 15 12
Titrant hacmi, mL Titrant hacmi, mL

Vi/Vin: Seyrelme faktori, Vi: t zamanindaki analit ¢ozeltisinin hacmi,
Vin : Baglangi¢ hacmi

Sekil 2.4. Gran fonksiyonu ile donustlirilmus bir titrasyon egrisi

Gran Esitlikleri

Kuvvetli Monoprotik Asitler igin

C, derisimi ve V5, hacmine sahip bir asidin, Cp derisimindeki MOH kuvvetli
bazi ile titrasyonunu incelersek, ilave edilen kuvvetli baz ile analit ¢ozeltisindeki asit
tepkimeye girer, hem tepkimeye giren asit miktari hem de eklenen baz ile artan
hacim nedeniyle asit derisimi seyrelir. Esdegerlik 6ncesindeki [H*] su sekilde

hesaplanir:



[OHT],

_ CaVa—CpVyp
Va+Vp

[H]

(2.6)

Esdegerlik noktasindan sonra ise ortamda bazin fazlasi bulunur. Ortamdaki

CpVp—CaVq
Vat+Vp

[OH7] =
seklinde hesaplanir.

Asitle bazin etkilesmesi ise

HA + MOH > M*™ + A~ + H,0

-1_ CaVa
(A= Va+ Vi
+1_CbVp
M ]_Va+Vb

C,, asidin; Cp, bazin baslangic deri§imini;v

Va

Vb

a

+Vp

eklenen titrant ile seyrelme faktorlerini gdstermektedir.

Esitlik 2.8 icin ylk dengesi;

[H*] + [MT] = [A7] + [OH"]

[H*]+ bV - Cala | 104

VatVp Vgt Vp

A=[H]-[OH]

oldugunda,

VgtV

b

(2.7)

(2.8)

(2.9)

(2.10)

ifadeleri ise;

(2.11)

(2.12)

(2.13)



10

@, titrasyon sirasinda notralize edilen asidin mol oranidir:

_CpVp
B = (2.14)

@ab degeri, titrasyonun basinda 0; esdegerlik noktasinda ise 1'dir. Degisen Vy,
degeri ile degisir.

Esdegerlik noktasinda dogrusal bir baginti elde etmek igin;

CaVa—CpVp

v, (2.15)

A=[H]-[OH] =

denkleminden yola cikarak ve @., = 1 oldugunda, esdegerlik noktasindaki titrant

CaVa

hacmi yerine Ves = .
b

ifadesi konuldugunda;

_CbVes
Dab = Ve (2.16)
ve
_ +7 _ -1 = CaVa—CpVp
A =[H']-[OH] Vet Vs (2.17)
elde edilir. Bu esitlikte C3Va = CoVes denirse;
CpVes—CpV
—_b’es bbb (2.18)
Vat Vp
A (Va+ V) =Cp( Ves— Vi) (2.19)

olacaktir. Bu esitlige gore, A (Va + Vb) ile Vp, dogrusal bir iliskiye sahiptir. Esitligin

egimi —Cyp, y-ekseni kestirim noktasi ise Vy, = Ves'dir.

Asidik bolgede bu esitlikte,



A = [H'] - [OH] ~ [H']

yaklasimi yapildigindan;

[H?] (Va+ Vi) = Cp ( Ves — V)

seklinde ifade edilebilir.

Bu durumda asidik bolge igin;

Q) = ( Vo + V/v/o/-/). 1071

elde edilir.

Bazik bolgede ise

A=[H]-[OH]~ — [OH]

yaklagimi yapilr.

Buna gore,

A (Vo + V) = Cp ( Ves — Vi) ifadesi

-[OH] (Vo + Vi) = Cp ( Ves — V)

seklinde gosterilebilir. ifade yeniden diizenlenince,

[OH] (Va + V) = Cb ( Vb — Ves)

KS‘U.
[H*]

(Va+Vb)=Cb(Vb_Ve§)

(2.20)

(2.21)

(2.22)

(2.23)

(2.24)

11
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Vat+ V) _ Cp

7 el Vo Ve
Bu esitlikte, %ve Vb’ nin dogrusal bir iliskisi vardir ve y-ekseni kestirim

noktasinda Vp = Ves'dir.
Bazik bolge icin bu esitlik,
@ = ( Vo + Vmon). 101 (2.25)
olarak tanimlanmaktadir. Bu esitlik Gran esitligi olarak bilinir.
Zayif Monoprotik Asitler icin
HA monoprotik zayif asitini, MOH kuvvetli bazi ile titre edelim ve HA zayif
asidinin asit iyonlasma sabiti K, olsun.
Zayif asitlerin kuvvetli bazlarla titrasyonu icin egri dort kissmda incelenir:
e Baslangig
e Esdegerlik oncesi
o Esdegerlik
e Esdegerlik sonrasi
HA zayif asidi,

HA & H + A

seklinde iyonlasir. HA zayif asidinin iyonlasma sabiti,

(2.26)

seklindedir.
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Esdegerlik dncesi igin HA’ nin iyonlagmamig halinin derigimi,

[HA] = % (2.27)
bu durumda,
-1~ CpVp
[A7] = Vi Ve (2.28)
Bu esitliklerden Ki' y1 hesapladigimizda,
Kaq (CqVa—CpVp)
Kq [HA] _ Va+V
H == = ——w, (2.29)
Va+Vy
elde ederiz. Veg = C‘é—Va esitligini yukaridaki bagintiya koyarsak,
b
[ ] Kq (CqVa— Cbe)
K, |[HA C
H]=~05 =~ (2.30)
Cp
+ Kq (Ves_ Vb)
[HY]=—2—= (2.31)
Vb

Gran esitliginin esdegerlik oncesi icin kalibrasyon fonksiyonu Esitlik 2.31

sekildedir. Bu esitlik dogrusal bir denklem olarak yazilirsa,

[H¥]V) = KoVes - KoV (2.32)

elde edilir. Bu denklemde degisken Vp olup —egim = K, degerine esittir. Esitligin x
eksenini kestigi nokta ise esdegerlik noktasidir ve V, = Ves'dir.
Esdegerlik noktasindan sonra ortamda kuvvetli baz vardir. Esitlik 2.32'i

dizenledigimizde,
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Kq (CqVa— CpV
[H*] = W (2.33)
[H¥]C,Vy = Ko CoVy - Ko CpVy (2.34)

elde edilir. Esitligi, asidin mol sayisina bélerek sadelestirdigimizde;

[H+]Cbe_ KqCaVa KaCpVp

CaVa CaVa CaVa (2.35)
[H*] %: K,-K, ZZ‘;Z (2.36)
elde edilir. Bu esitlikte,
Dab = ZZZZ (2.37)
yerine konuldugunda,
[H*]@ab = K, - K, Dab (2.38)

esitligi elde edilir. Esdegerlik noktasinda @., degeri 1'e esittir ve V), degisimi ile
degisir ve egim — Ka‘y1 verir (14).

Gran  fonksiyonunu  kullanilarak  titrasyonun  doénim  noktasinin
belirlenmesinin klasik ydontemlere gore avantajlari,

a) Uygulama kolaylgi,

b) Hesaplama kolaylgi,

c¢) Uyumluluk ve kesinliktir.
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Ayrica Gran fonksiyonu kullanilarak yapilan hesaplamalarda, titrasyon
egrilerine nazaran titrasyon hatalarinin ve donim noktasi belirsizliginin azaldig
goralmektedir (13,14). Gran ydnteminde donim noktasi civarinda potansiyel
degerlerine ihtiya¢ yoktur. Bu sebeple daha kesin ve dogru sonuglar elde
edilmektedir. D6nim noktasi, Gran fonksiyonu ile ¢izilmis dogru grafiginin
ekstrapolasyonu ile belirlenmektedir. Bu dogrunun gizilmesinde sadece donim

noktasindan dnceki potansiyel verileri kullanilmaktadir (19).

2.4. UV-GB Absorpsiyon Spektrofotometrisi

UV-GB, 180-780 nm dalga boyu araligindadir. Ultraviyole ve gorunir bolge
absorpsiyon spektrofotometrisinde, belirtilen dalga boyundaki 1sin ile madde
arasindaki etkilesim incelenir. Dogruluk derecesi ve yontemin segiciligi sayesinde
analitik acidan yaygin olarak kullanilmaktadir.

Spektrofotometride, 1sin-madde etkilesiminden yararlanilir. Isinin enerjisi ile
uyarilan numune, temel halden (en disiik enerjili hal) uyarilmis hale gegirilir.
Uyarilmis hal, temel halde bulunan analit elektronlarinin absoplanan eneriji ile daha
yiksek enerji dlzeyine gecisi ile saglanir. Analitin temel halden uyariimis hale
gecerken absorpladigi isinlar 6lgilir ve analit hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Her
atom veya molekiliin 1sinla etkilesimi kendine 6zgtddir.

Isin, elektromanyetik bir dalgadir (Sekil 2.5). Frekansi v, dalgaboyu ise A ile

tanimlanir.

c=u A (2.39)

¢, 1sinin yayillma hizidir ve boslukta en yiksek degerinde olup frekanstan bagimsizdir.

Isinin enerjisi ise;

E

1
>
G

I}
>

(2.40)

>la
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olarak hesaplanir. Denklemdeki, h (Plank sabiti)= 6.62x10?7 erg s ; Cbosiukta =3 X 10%°

cm st

Sekil 2.5. Diizlemsel polarlanmis dalga

Ultraviyole ve gorlnir 1sin, yalnizca bag elektronlarinin veya en dis
katmandaki elektronlarin gegislerini saglayacak yeterlilikte enerjiye sahiptir.

Uyarilma sonucu meydana gelen spektrumlar, atomlar ve molekillerde
farkhlik gosterir. Atomik spektrum, tek bir tiir atom s6z konusu oldugu igin hat
seklindedir. Buna ¢izgi spektrum denir. Molekiilde ise ortamda birden fazla tirde
atom oldugu icin cizgiler bir araya gelerek siirekli spektrum olustururlar.

Spektrofotometreler, bu i1sin absorpsiyonunu olcmek icin tasarlanmis

cihazlardir.

Tabakaya gelen Tabakadan gikan
151k Sickdeti: Iy 151k Sicdeti: |
—_— —_—
Harrajen bir

absorplaye ortam

Sekil 2.6. Isinin madde tarafindan absorplanmasi
lo= Gelen iginin siddeti; | =Cikan 1sinin siddeti

lo 151N siddetiyle numuneye goénderilen 1sin, numuneden | siddetiyle cikar
(Sekil 2.6). Aradaki fark analitin absorbladigi 1sin miktaridir. Dolayisiyla, b cm
kalinliginda bir 1s51n yoluna sahip C derisiminde bir analitin oldugu ortamdan gegirilen

paralel 1sin demeti igin gegirgenlik;
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T=— (2.41)
dir. Gegirgenlik, ylizde olarak ifade edilir;

%T = é x %100 (2.42)
Bir ortamin absorbansi ise;

A= —logT = logIT" (2.43)

seklinde ifade edilir.

2.4.1. Beer Yasasi

Monokromatik bir i1sin igin, 1sin yolunun b ve absorplayan tirin derisiminin C
oldugu gbz 6nline alindiginda absorbans, 1sin yolu ve derisim ile dogru orantilidir.

Derisim (C) birimi litrede gram oldugunda;
A = abC (2.44)
Burada a, absorptivite adi verilen bir oranti sabiti olup birimi L gtcm™¥dir.

Derisim birimi litrede mol ise, absorptivite, molar absortivite‘ye donislir ve simgesi

€ olur:
A = €bC (2.45)
€ ‘ nin birimi L mol-*cm™ seklindedir.

Bu yasa hem atomik hem de molekiiler absorpsiyonun temelini

olusturmaktadir.
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2.4.2. Beer Yasasindan Sapmalar

Beer yasasinin uygulamasinda bazi sinirlamalar mevcuttur. Beer yasasi,
genellikle 0,01 M’dan duguk derisimlerle sinirlidir. Clinkl derisim arttikga ¢6zlicl ve
cozlinen etkilesimleri ve/veya hidrojen baglarinda degisiklik meydana gelebildigi icin
analitin absorptivitesi etkilenir. Bu etki seyreltme ile giderilir.

Analit ayristiginda, ¢ozlicli veya cesitli tlrlerle reaksiyon verdiginde olusan
Urtinin farkh bir absorpsiyon spektrumu olabilir. Bu durum Beer yasasindan belirgin
sapmalar gosterebilir.

Beer yasasina sadece monokromatik 1sin kaynagi kullanildiginda uyum
gosterilmektedir. Olciimlerde analitin maksimum absorbans gdsterdigi dalga boyu
kullanilir. Bu aralikta analit absorptivitesinin dalga boyu ile degisimi ¢ok azdir.

Bir monokromatorden c¢ikan isinlar az miktarda kacak ve sacilan isinlarla
kirlenebilir. Bu isinlar kacak 1sin olarak adlandirilir ve segilen dalga boyu bandi
disinda cihazdan kaynaklanir. Bu tir cihazdan kaynaklanan sapmalar absorbansta
negatif hataya sebebiyet vermektedir.

Beer yasasindan bir sapma da optik hicrelerin uyumsuzlugundan meydana
gelmektedir. Analit ve kor ¢ozeltinin konuldugu hiicreler optik 6zellikleri ve yol

uzunluklari agisindan 6zdes olmaldir.

2.4.3. UV-GB Spektrofotometreleri

Elektromanyetik spektrumda UV-GB isin bolgesi 180-780 nm arasidir. Bu
bolgede pek cok organik, inorganik ve biyolojik tirler absorbans géstermektedir. Bir
tirin bu bolgede absorbans gostermesi icin kromofor gruba sahip olmasi
gerekmektedir.

Atomik veya molekiler bir tiir olan M’nin, UV-GB isini absorblamasi iki

basamaktan olusur: 6ncelikle tiriin elektronik olarak uyarilmasi gerekmektedir:

M + hv>M* (2.46)

M*, uyarilmis tirt gostermektedir.



19

Bu uyarilmis tirtn varhigi cok kisa surelidir (108 — 10° s) ve ¢esitli durulma

surecleriyle temel hale doner.
M*> M + 1s1 (2.47)

UV veya gorunir bolge absorpsiyonu, genellikle bag elektronlarinin
uyarilmasiyla meydana gelir. Dolayisiyla absorpsiyon pikleri ve dalga boylari analizi
yapilan turdeki baglarin tipleriyle iliskilidir.

UV-GB spektrofotometresi, Beer yasasini temel alarak galisir. Bu tir cihazlar
en basit sekliyle 1sin kaynaklari, dalga boyu seciciler, numune kaplari, dedektorler,
sinyal isleyici ve gostergelerden olusur.

Temel olarak tek 1sin yollu (Sekil 2.7) ve gift i1sin yollu (Sekil 2.8) olmak lzere

ikiye ayrilirlar:

o-c—-.0-C

Isin kavnag Monokromatér Dedektor Kaydedici
hucre51

Sekil 2.7. Tek i1sin yollu spektrofotometre

Ism kavnag
9 D

L@D

Ayna Monokromatarler Kitvetler Dedektor

Kaydedici

Sekil 2.8. Cift 1sin yollu spektrofotometre
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UV-GB spektrofotometrenin en yaygin kullanim alanlarindan birisi nicel
analizdir. Ayrica, kinetik analiz yontemleri ile fotometrik ve spektrofotometrik
titrasyonlarda da kullaniimaktadir. Bu yontemin énemli 6zellikleri; hem organik hem
de inorganik tdrlerin analizinde kullanilabilmesi, 10* — 10° M’a kadar degisen

duyarhlik, orta derecede secicilik, yliksek dogruluk ve kolayliktir.

2.4.4. UV-GB Spektrofotometrisi ile pKa Tayini

Sulu c¢ozeltilerde dislik c¢ozinirlige ve dusik asitlik sabitine sahip
molekillerin asitlik sabitinin hesaplanmasinda bazi kisitlamalar mevcuttur. Bazi
ilaglar suda c¢ok az ¢6zlnir ve bundan 6tiri pK, degerlerinin tayini icin organik
¢ozuculerin kullanildigi farkh yéntemler gelistirilmigtir.

Asidik dissosiyasyon sabitinin (pKa) hesaplanmasinda potansiyometrik,
spektrofotometrik, kromatografik ve elektroforetik gibi birgcok ydntem
kullanilmaktadir. Bu tekniklerden potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemler,
uygulama kolayligi, ucuzlugu ve bunun gibi bircok 6zelligi ile daha fazla tercih edilen
yontemlerdir (20).

Suda az ¢Ozlinen ilaglar bizi, spektrofotometrik tekniklere yonlendirir (21).
Spektrofotometrik yoéntem, bir maddenin absorpsiyon yapmayan tampon c¢ozelti
icindeki noniyonik tirlinin iyonik tlrline oraninin dogrudan hesaplanmasina
baghdir. Spektrofotometrik yontem, iyonlasan grubu pH'a bagh olarak UV kayma
gerceklestiren ilaclarin pK, degerinin hesaplanmasi icin miikemmel bir yontemdir.
Analiz dalgaboyu, gozlenen iki tlriin absorbanslari arasindaki farkin en fazla oldugu
dalgaboyu olarak secilir. Absorbans degerleri o6lclilecek pH degerlerinin secilmesi
icin yaklasik pKa degerinin bilinmesi gerekir. Buna gore pH, pKs + 1 araliginda secilir
(22).

Albert-Serjeant yontemi, pKa degerinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Albert-Serjeant yonteminde tek bir Olglimle bircok hesaplamanin
yapilabilmesi yontemin en 6nemli avantajidir (21).

Asit-baz dengesi asagidaki tepkimeyle ifade edilir.
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HA + H,0 & A~ +H* (2.48)

HA asidine ait asidik iyonlasma sabiti Ka, ¢cozelti yeterince seyreltikse denge

sabiti olarak tanimlanir.

_ il

Ka [HA]

(2.49)

Logaritmalari alinip dizenlendigi zaman Henderson-Hasselbalch esitligi elde

edilir.

pK, = pH —log (ﬁ)

[HA]+[A7] =T (2.50)
denilebilir; buradaki T sabit ve pH’dan bagimsizdir.

pH = I iken [HA] = xise,

[A]=T-x (2.51)
elde edilir.

R=(T-x)/x (2.52)
olarak tanimlanip Esitlik 2.52 yeniden diizenlendiginde,

I =pK, +1logR (2.53)

elde edilir.
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iyonlasma gerceklesen kisim bilesikteki kromofor grup ile konjuge haldeyse,
bilesigin absorpsiyon spektrumu pH’in bir fonksiyonu olarak degisecektir. Diger bir
deyisle; eger deney sartlari Beer yasasina uyuyorsa pKa civarindaki sistemin
spektrumu HA ve A”nin toplami olacaktir. isosbestik nokta disinda uygun bir
dalgaboyunda 3 farkli I, I+a ve I+b (a#zb#0 olmak lizere) pH degeri icin absorbans
degerleri olgulir; A1, A2 ve As. HA ve A tirlerinin secilen dalgaboyundaki
absorpsiyon katsayilarina sirasiyla €1 ve €; ve isik yoluna d dersek,

Cozeltinin pH =/ degerindeki etkin absorbansi,

Ay = xg,d + xRe,d (2.54)

pH = I+a iken HA'nin derisimindeki degisim C, dersek absorbans,

A, = (x—Co)e;d + (xR + Cp)e,d (2.55)
Yukaridaki esitligi Handerson-Hasselbalch esitliginde yerine koyarsak,

pK,=1+a—log(xR+C,)/(x—Cp) (2.56)

Ayni sekilde pH=/+b iken HA derisimdeki degisime Cp dersek sistemin

absorbansi ve pK, degeri,
A; = (x—Cp)ed + (XR + Cp)e,d (2.57)
pK, =1+ b—log(xR+ Cp)/(x—Cp) (2.58)
olacaktir. Esitlik 2.53 ve 2.56’ nin birbirinden ¢ikarilmasiyla

(OR+CW _ 1 0a
Ty~ 10 (2.59)
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elde edilmistir. Buradan C; gekilerek,

_ {@o*-1)xR}

Ca 109R+1 (2.60)
elde edilir. C; degeri esitlik 2.55’de yerine konulursa,
esitligi ortaya gikar. Esitlik 2.53 ve 2.58 birbirinden ¢ikarilirsa,

{(XR+Cp)x} b

——=— =10 2.62

{x—Cp)(T—0} ( )
elde edilir. Bu esitlikten Cp degeri cekilip dliizenlenirse,

_ {(10°-1)xR}

Cp = 10bR+1 (2.63)

esitligi elde edilir. Bu esitlik, esitlik 2.57’te yerine konulursa,

esitligi bulunur. Esitlik 2.61 ve 2.64 toplanirsa €, d ve €,d degerleri hesaplanabilir:

(109*PR+10%)43-(109*PR+10P) 43
T(10%-10b)

g.d = (2.65)

_ (10%R+1)A3—(10PR+1)43
Ezd TR(10%—10D) (2.66)

Bu esitliklerden R degeri gekildiginde;
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(10P-10%)a1+(1-10P) Az +(10%-1)43

= (10%-10P)41 +(104+P—102) 45+ (100 -10a+D) 45 (2.67)
Bu esitligi Esitlik 2.53 denklemde yerine koydugumuzda ise
o (10°-10%)4;+(1-102) 45+ (10%~1)43
pK, =1—log (102-10b)4;+(102+b-102) A, +(10P-102+b) 45 (2.68)

elde edilir. Bu esitlik bize pKs degerinin derisimden ve absorpsiyon katsayisindan
bagimsiz oldugunu goéstermektedir.

Amve Assirasiyla notral ve iyonik tlrlin absorbanslari dersek, asitler igin pKa

Al > Aw ise,

pK, = pH + log 2=2 (2.69)
A—Ay

Am > Ajise

pK, = pH + log A4 (2.70)
Ay—A

seklinde hesaplanir.

Spektrofotometrik teknikler kullanilirken ¢ok dislik miktarda analite ihtiyag
vardir. Ama bu tir yontem kullanilirken calisilan madde saf olmali ve tirlerden en az
biri (asit veya baz) 1sik-absorplayan gruba sahip olmalidir (23).

Spektrofotometrik teknigin diger bir avantaji ise daha kesin sonuglar
vermesidir. Bu teknik icin iyonik ve noniyonik tiirlerin spektumlarinin farkl olmasi
gerekmektedir (24).

Spektrofotometri yontemi, yiksek molar absortivite katsayisina sahip tirler

icin alternatif bir pK, tayin yoéntemi olup 10® M derisime kadar analiz
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yapilabilmektedir. Suda ¢ozlilmeyen ya da az ¢oziinen bilesiklerin ¢ozUnUrlGgini

arttirmak icin ¢ozlct karisimlari kullanihr (25).

2.5. HPLC Yontemi
2.5.1. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlardaki birbirine yakin 6zelliklere sahip
bilesenleri ayirmaya, tayin ve teshis etmeye yarayan bircok farkl yontemler
grubunu kapsar. Biitlin bu yontemlerde, numune sivi, gaz veya sliper kritik akiskan
olabilen bir hareketli fazda ¢ozillir. Bu hareketli faz, bir kolondan veya kati bir
ylzeye sabitlestirilmis kendisi ile etkilesmeyen bir sabit faz icinden gegirilir. Numune
bilesenlerinin bu iki faz arasindaki dagilma oranlar farkli olacak sekilde segilir.
Bilesenler, sabit fazla etkilesim siirelerine gére ayrilirlar. Boylelikle nitel ve/veya
nicel olarak analiz edilebilen bantlar elde edilir.

Uygulama bicimine gére kromatografi ikiye ayrilir:

e Dizlemsel kromatografi

- Kagit kromatografisi

- Ince tabaka Kromatografisi (TLC)
e Kolon kromatografisi

- Gaz Kromatografisi (GC)

- Yuksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografisi ayirma mekanizmasina gbre asagidaki sekilde
siniflandirilir:
e Dagilma kromatografisi
e Adsorpsiyon kromatografisi
e iyon degistirme kromatografisi
e Jel filtrasyon kromatografisi
e iyon cifti kromatografisi

e Affinite kromatografisi
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Dagilma kromatografisi, HPLC yonteminin en yaygin kullanilan mekanizma
tirudir ve birbiriyle karismayan sabit faz ve hareketli fazdan olusur. Bu tir
kromatografide ayrilma, karisimin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilimina gore
gerceklesir. Sabit faz sividir ve vylizey alani genis gozenekli bir kati destek
materyaline tutturulmustur. Analizi yapilacak maddenin sabit faz ve hareketli
fazdaki ¢ozunurlik farki sayesinde ayirim gercgeklesir. Hareketli fazda daha fazla
¢Oziinenler kolonu erken terk ederken, sabit fazda daha fazla ¢oziinenler kolonda
daha geg cikar (26).

Dagilma kromatografisi, hareketli faz ve sabit faz polaritelerine gére normal
faz ve ters faz sivi kromatografisi olarak ikiye ayrilir. Normal faz kromatografisinde,
sabit faz polar, hareketli faz daha apolar veya dislik polaritededir. Ters faz sivi
kromatografisinde ise sabit faz apolar, hareketli faz daha polardir.

Ters faz kromatografisi normal faz kromatografisine gére daha avantajhdir.
Bunun baslica nedeni, hareketli faz olarak suyun kullanilabilmesidir. Su, toksik
olmayan, UV-gecirgenlige sahip, biyolojik tiirlere uygun ve ucuz bir sividir. Apolar
sabit fazlarda kutle aktariminin kolay olmasi ve karisim halindeki hareketli fazlarda
gradient ellisyondan sonraki ¢o6zlcli dengesinin hizli  kurulmasi ters faz

kromatografisinin avantajlarindandir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi  kromatografisinin kolon etkinligini ve analiz hizini artirmak icin
gelistirilen bu yontemde kolon dolgu maddelerinin ¢aplari kiigtltllmustir. Boylelikle
sabit fazin ylizey alani ve dolayisiyla kolonun etkinligi artirilmistir. Diger bir fark ise
hareketli fazin kolondan gecebilmesi icin uygulanan yliksek basinctir. Kolon kiigtk
boyutlu tanecikler icerdigi icin hareketli faz akisini saglayabilmek ve akis hizini sabit
tutmak icin yiksek basing pompasi kullaniimaktadir.

HPLC yontemi, analitik ayirmada en ¢ok kullanilan yéntemdir. Bunun nedeni,
yontemin genellikle, duyarhginin yiiksek, analiz stiresinin kisa olusu, nicel analizlere
kolay uyarlanabilmesi, sicaklikla bozunabilen ve ugucu olmayan bilesenlerin analiz

edilebilmesi gibi avantajlaridir. Bu yontemle amino asitler, pestisitler ve ilaglar gibi
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birgok organik tir analiz edilebilmektedir. Ayrica HPLC kolonu defalarca
kullanilabilmektedir.

HPLC cihazi temel olarak birka¢ kissimdan olusmaktadir (Sekil 2.9).

Helyum kaynagl
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Sekil 2.9. HPLC cihazinin temel bilesenleri (1)

Bunlardan en temel olanlarindan bahsetmek gerekirse; 6ncelikle hareketli
fazin veya hareketli fazi olusturan c¢ozicillerin bulundugu cam hazneler
bulunmaktadir. Bu haznelerinin icerisinde hava kabarcigi ve tozlari gidermek icin
cesitli onlemler alinmistir. Clinkl bunlar kolon verimini distrir, bant genislemesine
neden olabilir. Hareketli faz icerisindeki tozlar kolonu tikayabilir ve kolonu
kirletebilir, bu da kolonun dmriini azaltir.

HPLC pompalari, 400 atm’e kadar basing Uretebilen, vuruntusuz cikis
saglayan, 0.1 ile 10 mL/dk araliginda akis hizi saglayabilen ve ¢6zlicii korozyonlarina
karsi dayanikli olmalidir.

Numune enjeksiyonu HPLC icin son derece 6nemlidir. Tekrarlanabilir olmasi

yontemin kesinligi agisindan dnemlidir. Enjekte edilen numune ¢ok kigik hacimde



28

(= 5-10 uL) olmahdir. Ayrica, numune enjeksiyonu sistemin basincini disirmeden
yapilmalidir.

HPLC kolonlari bu cihazin en 6nemli pargasidir. Kromatografik ayirmanin
yapildigl sabit faz bu kolonun igerisinde bulunmaktadir. Bu kolonlarin i¢ capi
homojendir ve paslanmaz celik boru seklindedir. Boyutlari ve i¢ capi degisik bircok
hazir kolon mevcuttur. Ayirmanin yapildigl kolona analitik kolon denir. Bunlarin ig
cap! genelde 3-5 mm’dir. Dolgu taneciklerinin ¢api ise genelde 3-5 um’dir. Analitik
kolonlarin temiz kullanilmasi ve yipranmamis olmasi ayirmayi etkiler. Analitik kolonu
korumak ve dmriinii uzatmak igin genellikle 6n kolon denilen analitik kolondan daha
kisa bir kolon kullanilir. On kolon, analitik kolonun dniine takilarak tanecik halindeki
¢O6ziinmemis maddeler ve ¢oziiclideki safsizliklar tutulur ve numunedeki sabit faza
baglanip sabit fazi bozabilecek bilesenler uzaklastirilr.

Kolonda ayrilan bilesenler dedektor yardimiyla dedektoriin 6zelligine goére
nitel ve/veya nicel olarak saptanir. HPLC igin ideal bir dedektor; duyarhgi yiiksek,
kararli, dogrusal calisma araligi genis, cevap verme siresi kisa (akis hizindan
bagimsiz), kullanimi kolay ve yilksek glvenirlige sahip olmahdir. HPLC'de en yaygin
kullanilan detektorlerden birisi dizi diyot detektoérdiir. Bu tip dedektérde ellientler

UV-GB isin absorbanslarina goére degerlendirilmektedir.

Temel Parametreler

Hareketli faz ile tasinan numunenin kolondan gecirilmesi sonucu ayrilan
elientlerdeki ¢oOzlinen bilesenlere dedektér cevap verir ve dedektdr sinyali
kullanilan hareketli faz hacmine veya zamana karsi kaydedilirse kromatogram ad

verilen bir dizi pik elde edilir.

Alikonma Siiresi ve Alikonma Hacmi
Kromatografide ayirma, analitin hareketli ve sabit faz arasindaki dagiima

oranina gore belirlenir.
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A hareketli faz A sabit faz

K, = 94 (2.71)

B (aa)m

Buradaki Kc dagiima sabitini, (aa)s A bileseninin sabit fazdaki aktivitesi, (aa)m
ise A bileseninin hareketli fazdaki aktivitesini gostermektedir. Dagilma sabiti, kolay
Olclilebilen bir nicelik olmadigi icin onun yerine alikonma siiresi kullanilmaktadir.
Alikonma siiresi (tg), numunenin uygulanma anindan dedektére ulasmasina kadar
gecen siireye denir. Olii hacim alikonma siiresi (tm) ise numunede veya hareketli

fazda alikonmayan tirin detektore ulasma siresidir (Sekil 2.10).

Dediektor * *
sinyali

ZaRMan

Sekil 2.10. Alikonma siresi ve 6lG hacim siresi (1)

Alikonma Faktorii (k)
Alikonma faktéri (k’), analitlerin kolondaki alikonmalarini karsilastiran

onemli bir buytkluktar.

k' = Bim (2.72)

tm

ideal ayirma, 1 <k’< 10 araliginda iken gergeklestirilir.
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Kolon Etkinligi

Kolon etkinligini nicel olarak iki parametre ile belirleyebiliriz: Tabaka

yliksekligi (H) ve teorik tabaka sayisi (N). Aralarindaki baginti;

L
N = = (2.73)

Buradaki L, kolon dolgu uzunlugudur. Tabaka yiiksekligi ne kadar azalirsa
teorik tabaka sayisi o kadar artar dolayisiyla kolonun etkinligini artirir. Kolon

etkinliginin deneysel olarak bulunusu ise;
— tRy2
N =16(,) (2.74)

Denklemdeki W, pik tabaninin genigligini; W1/2 ise pik taban genisliginin yarisini

ifade etmektedir.

N = 5.55 (V;—f/)z (2.75)
2

Segicilik (o)
Numunedeki iki bilesenin birbirlerine gére ayrilmasini gosteren parametredir.

Bir kromatogramdaki iki pike ait alikonma faktoérlerinin orani, segiciligi verir.

k tpr,—t
a=24=-4T" (2.76)
kp tRp—tm

Secicilik, sabit faza bagl bir 6zelliktir, fakat hareketli fazdan da etkilenir.

Ayiricilik (R)

Ayiricilik (R), iki pik arasindaki uzakhgin 6lglsidir. Kolonun iki analiti

ayirabilme yeteneginin nicel olclsiddr. Biribirini takip eden iki pik icin,
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_ 2 [tRB_tRA]

(2.77)
Wa+Wp

= () (5. =

olarak tanimlanir.
Asimetri Faktor (As)
Asimetri faktori, pik kuyruklanmasinin bir élcimudir (Sekil 2.11). Asagidaki

bicimde hesaplanir.

__|BC]

s = (2.79)

Pik yiksekliginin
%10" u

Sekil 2.11. Asimetri faktori

HPLC ile pK; Tayini

iyonlasabilen bilesiklerin ¢éziicii karisimlarinda pKa degeri hesaplanmasinda
grubun iyonlasma derecesi, alikonmayi etkiler (20). Bu yontemin avantaji analitin
¢ok az miktarinin bu tayin icin yeterli olmasidir (27).

Sivi kromatografisi ile pK; tayini, kapasite faktorleri (k') ve hareketli fazin pH

degeri arasindaki iliskiye baghdir. Noniyonize ve iyonize tiir arasindaki dengeye
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(H2A* <> HA, HA ¢ A ya da B" <> HB*) karsilik gelen pK, igin galisilan optimum
kosullar ise kromatografik ayirmalar ile optimize edilmistir (28).

HPLC yontemi ile pKa tayininde, pKs degeri tayin edilecek bilesigin farklh pH
degerlerinde kolonda sabit faz ile etkilesimi incelenmektedir. Bilesigin farkli pH
degerlerindeki davranisina gore (iyonik/noniyonik) sabit fazla etkilesimi degisir.
Kolonda alikonmasi degisen molekiliin alikonma zamani da degisir. pK; degeri
analiz edilen molekilin alikonma zamaninin degismesi kapasite faktorini (k')
etkiler. Alkonma zamani arttik¢a artan kapasite faktori pH degerlerine karsi grafige
gecirildiginde sigmoidal bir egri elde edilir. Bu egrinin dondigu nokta analiz edilen
molekilin pKs degerine karsilik gelir (28).

Sigmoidal egrilerin donim noktalarinin tayin edilmesinde en ¢ok kullanilan
yontem tlirev yontemidir. Birinci tlirev grafigi x eksenindeki birim degisime karsi y
eksenindeki degisimin grafige gecirilmesiyle cizilir. ikinci tiirev grafigi ise birinci tiirev
grafiginin cizildigi degerlerden x eksenindeki birim degisime karsilik y eksenindeki
degisimi gosterir. Birinci ve ikinci turev grafikleri, sigmoidal egrinin déniim noktasini
dogru olarak belirlemede kullanilmaktadir.

pKa tayini icin kullanilan her yontemin farkli avantajlari ya da kisitlamalari

bulunmaktadir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. pK; tayininde kullanilan yontemler ve ozellikleri
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Analiz igin
Yontem Avantaj Kisitlamalar gerekli analit
derisimi
e Ucuz ve kolaydir.
e Kararlidir.
o Duyarhg yuksektir.
o Tekrarlanabilirdir. e Cok yuksek ve ¢ok
Potansiyometri e Hem suda ¢6zlinen dusuk pH degerleri igin > 104M
hem de suda uygun degildir.
¢6zliinmeyen
maddeler i¢gin
uygundur.
e Sudaki ¢ozinurligu e Her madde i¢in uygun
disiik maddelerin pKa degildir. Analit
tayini i¢in uygundur. molekuliiniin iyonlasan
e Az miktarda analit ile kismina yakin kromofor
¢alisabilmek grup icermelidir.
. mimkindar. e Notral ve iyonik tiirlin "
Spektrofotometri . . >10°M
o Kesinligi yuksektir absorbanslari arasinda
absorbans farki
olmalidir.
e (Calisilan madde saf
olmalidir.
e Cok az miktarda e Molekiliin iyonik ve
HPLC anallt.bl'J yontem icin nonly'on|!< trlerinin >2.5x103 M
yeterlidir. polaritesi farkh
olmalidir.

Yazilim Programlari ile pK, Tayini

inorganik ve organik bilesiklerin fizikokimyasal parametreleri bilgisayar

programinda algoritmalar yardimiyla hesaplanabilmektedir. Program, bilesik
aktivitesini tahmin edip bu matematiksel verilere gore pK,, c¢ozinirlik gibi
fizikokimyasal degerleri tahmin etmektedir. Bu amacla yaygin kullanilan programlar

ACE & JChem ve ACD/Labs yazilimlaridir.

2.6. pKa Tayini Calismalari

pKa degerleri spektrofotometrik, potansiyometrik veya HPLC olmak Uzere
farkli yontem(ler)le tayin edilen maddelere iliskin yayinlar bildirilmistir. Seok ve
arkadaglarinin (8) galismalarinda UV-GB Spektrofotometre kullanarak bromofenol

mavisi, bromotimol mavisi, 4-aminobenzoik asit, itankonik asit, plrivik asit ve L-
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askorbik asitin pKa degerlerini su ortaminda deneysel olarak tayin etmislerdir. Sanli
ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir calismada (29) ise, folinik asit, 5-
fluorouracil ve irinotekan maddelerinin ACN-su karisiminda pH-absorbans iligkisi
incelenmis ve pK, tayini yapiimistir. Ayrica, karisimdaki ACN mol fraksiyonunu ve
asitlik sabiti arasinda dogrusal bir iliski oldugu da gozlenmistir. Felodipin’in pK,
degeri, Pandey ve arkadaslari tarafindan UV-GB spektrofotometri yontemini
kullanarak Albert-Serjeant yontemiyle hesaplanmistir (30). Takacs-Novak ve
arkadaslari (31) arastirmalarinda, suda ¢6ziinmeyen 25 molekilin pK, degerlerini
MeOH-su ortaminda gerceklestirdikleri potansiyometrik titrasyon ile deneysel
olarak  hesaplamislardir.  Hesaplamalar igin  Yasuda-Shedlovsky esitlikleri
kullanilmistir. Qiang ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, siilfonamitler, makrolitler
gibi antibiyotik tirlerinin pKs degerleri potansiyometrik yontem ile deneysel olarak
hesaplanmistir (32). islamoglu ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada (33)
potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak 12 yeni triazol
tirevinin MeOH, dioksan ve EtOH iceren ¢oziici karisimlarinda pK, degerleri tayin
edilmistir. Spektrofotometrik yontemde triazol tiirevlerinin 200-400 nm arasi
spektrumlari taranmis ve secilen dalgaboylarinda pK; analizi yapiimistir.
Potansiyometrik yontemle analizde ise elektrot kalibrasyonu Gran esitlikleri ile
yapilmistir. Elde edilen veriler Henderson-Hasselbalch esitligi ile dogrusallastirip pKa
degerleri elde edilmistir. Potansiyometrik yontem kullanilarak piroksikam ve
tenoksikamin  pK, degerlerinin  Yasuda-Shedlovsky esitlikleri  kullanilarak
hesaplanmasi Demiralay ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmis, calisma farkh
ylizdelerde ACN-su karisimlari ile yapilmistir (34). Benzoik asit ve 2-aminopiridinin
pKa degerleri HPLC-DAD kullanilarak Ando ve Heimbach tarafindan hesaplanmistir
(35). Chiang ve arkadaslari calismalarinda bir grup ilag ve kimyasal bilesigin pKa

degerlerini ¢ozilict karisimlarinda HPLC-DAD ile tayin etmislerdir (36).
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2.7.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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KAB, beyaz renkli, kokusuz toz halindedir. Suda ¢6ziinmez fakat metanol,

N,N-dimetil formamid ve kloroform iyi ¢oziinir. Molekil formili CasH37NsO; olup

molekul agirhgr 451.60 g mol? dir (37). KAB"In, kimyasal adlandirmasi, (88)-N-[3-

(Dimetil-amino)propil]-N-[(etilamino)karbonil]-6-(2-propenil)-ergolin-8-karboksamid

seklindedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. KAB'in yapisi ve Ozellikleri

KAB

Molekiil Formiilu

Molekiil Agirhgi

C6H37N50,

451.60 g mol*

2.7.2. Etki Mekanizmalari

Parkinson Hastaliginda;

KAB uzun siireli ve glcli dopamin D, reseptor agonistidir. Beynin striatum

bolgesindeki dopamin reseptorlerini uyararak dopamin benzeri etki gosterir (38) .

Hiperprolaktinemide;

KAB prolaktin salgilanmasini durdurdugu igin hiperprolaktinemi tedavisinde

kullantlr.
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2.7.3. Farmakodinamik Ozellikleri

KAB’In, in vivo ve in vitro ortamda en az 72 saat sliresince reseptore
baglandigi gorilmistir (39). Sican beyin dokularindaki radyoligant reseptor
baglanma calismalari, KAB'in dopamin D, ve Ds reseptorlerine yiksek ilgisi oldugu
gozlenmistir. Ayrica, KAB’In adrenerjik ve serotonerjik reseptorlere de ihmal
edilebilir diizeyde afinite gosterdigi gorilmustar.

Baslangi¢ klinik ¢alismalar, KAB’In etkinliginin parkinson hastalarinda
kullanilan levadopa ile benzer oldugunu goéstermistir. Daha bilylk captaki
calismalarda, KAB kullanan hasta grubunun levodopa kullananlardan farkli bir klinik
gelisme gostermedigi gozlenmistir (40). Ayrica KAB'In antioksidan Ozellikleri de

mevcuttur.

2.7.4. Farmakokinetik Ozellikleri

KAB, uygulamanin ardindan 1-2 saat sonra pik plazma derisimine ulasir
(41,42) ve beyin dokusu da dahil olmak lizere viicut dokularinda genis bir yayilma
gosterir. Plazma proteinlerine, derisimden bagimsiz yaklasik olarak % 40 oraninda
baglanir.

KAB’In 65 ile 110 saat arasi gibi ¢cok uzun eliminasyon yarilanma sliresine
sahiptir. Baslica metabolizmaya katilma sekli hidroliz ile gerceklesir ve biliylk olglide
metabolizmaya katilip safra ve gaita ile disar atilir. Ginde 3-7 mg doz araliginda
KAB’In farmakokinetik profili dogrusaldir (43). Yas, hepatik fonksiyon veya bobrek
yetmezliginden ve alinan besinlerden etkilenmez. Ayrica birlikte uygulanmasinda

levodopanin farmakokinetigini etkilemez (44).

2.7.5. Endikasyonlari

Hastaligin semptomlarinin tedavisinde kullanilir.  Yeni teshis edilen
hastalarda tek basina veya levodopa/karbidopa ile birlikte ek tedavi olarak

kullanilabilir.
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2.7.6. Yan Etkileri

KAB’In en yaygin yan etkileri (% 51) sinir sistemi ile baglantili olan hiperkinezi,
halusinasyon, konflizyon ve diskinezidir. Ayrica gastrit, bulanti ve kusma gibi
gastrointestinal sistemle ilgili yan etkiler de goriilmustir. Kardiyovaskiler sisteme
bagh hipotansiyon ve bas donmesi ve solunum sistemi ile ilgili yan etkiler de
nispeten az da olsa gozlenmistir. Laktasyonun baskilanmasi amaciyla giinde 0.50 mg
KAB kullanan emziren kadinlarda en sik rastlanan yan etkiler ise karin agrisi, mide

bulantisi, bas agrisi, bas donmesi ve uyku halidir (45,46).

2.7.7. ilag ve Diger Etkilesimler

Klinik galismalarda KAB’In parkinson hastalarinda kullanilan selegilin ve
levodopa ile farmakokinetik etkilesim gostermedigi gorilmustlir. Dopamin agonisti
olmayan diger ilaglarla kullanildiginda etkinliginin degismedigi saptanmistir.
Dopamin agonisti diger ilaglar ile (fenotiazin, tioksanten gibi) kullanildiginda
iyilestirici etkisini azaltabileceginden 6tiiri birlikte kullanilmamaldir.

Yan etkide artis olabilecegi icin makrolit grubu antibiyotikler ile kullanimi

uygun degildir (47).

2.7.8. Uyarilar ve Onlemler

KAB’a ait farmakokinetik parametreler bobrek yetmezligi olan hastalarda
degismezken, karaciger yetmezligi olan hastalarinda negatif etki ettigi gozlendigi icin
karaciger yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi yapilmasi gerekmektedir.

Raynud sendromu, gastrointestinal kanamasi veya peptik (lseri, ciddi
kardiyovaskiiler hastaligi olan ya da psikotik bozukluga sahip hastalarda dikkatli
kullanilmasi gerekmektedir.

Alkollin ilag ile etkisi bilinmemekte olup ergot alkaloitlerine veya iceriginde
bulunan diger maddelere asiri duyarlilik durumlarinda kullanilmamalidir.

Emzirme doénemlerinde ilag kullanilmamali veya emzirmeyi kestikten sonra
tedaviye baslanmalidir. Gebelikten en az bir ay 6nce ilag kesilmelidir. Gebelik tedavi

sirasinda o6grenildiginde ise ila¢ derhal birakilmalidir.
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KAB hipotansiyon yapabileceginden kan basincini distren diger ilaglarla

birlikte alinmamalhdir veya dikkatli ainmahdir (46).

KAB Analiz Yontemleri
KAB ile farkli yontemler kullanilarak yapilmis birgcok ¢alisma bulunmakta, ve
bu calismalar KAB’In nitel ve nicel analizlerini kapsamaktadir (Tablo 2.3). KAB’a ait

pKa sabitinin saptanmasi amaciyla yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tablo 2.3. KAB analiz yontemleri

Kaynak
Yazar Yil Matriks Cihaz Analiz Sartlar
No
C18 (250 x4.6 mm, 5 um)
Plazma,
Pianezzola | 1992 _ HPLC-ECD kolonunda ACN: 75 mM (48)
Idrar fosfat tamponu (20:80, h/h);
akis hiz1 0.6 mL/dak
C18 (150 x3.9 mm, 10 pm)
Allievi 1998 Serum LC-MS kolonunda ACN: 10 mM (49)

amonyum format (30:70. h/h,
pH: 3); akis hizi 0.5 mL/dak
COSMOSIL 5C8-MS kolonda (2
mm [.D.x150 mm, 5-um);
Igarashi 2003 Plazma LC-MS-MS ACN: 20 mM amonyum (50)
format (20:80. h/h) gradient;
akis hizi 0.2 mL/dak
CN kolonda (250 x4.6 mm, 5

Farmasotik

Onal 2007 HPLC pum); ACN: 10 mM fosforik (51)
preparat asit (35:65, h/h); akis hizi 1.0
mL/dak
. Farmasotik 410-424 nm (KAB ile organik
Onal 2007 UV-GB boya komplekslerinin 6lgiimii (52)
preparat o
icin)
Elektrolit ¢ozeltisi olarak;
. Farmasotik ACN: 110 mM fosfat tamponu
Dogan 2011 CE (30:70, h/h); 50cm etkin (53)
preparat -
uzunluk, 5 um gap silika;
30°C
C18 (150 3.9 mm, 10 um)
Plazma, )
Piroozi 2014 . HPLC kolonunda ACN: fosfat (54)
Idrar tamponu (75:25. h/h); akis

hiz1 1.0 mL/dak
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2.8. Tadalafil (TAD)

2.8.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Molekil agirhgi 389.41 g mol? olan TAD’In (pirazino [1', 2":1, 6] pirido [3, 4 -
b] indol - 1, 4 - dione, 6 - (1, 3 - benzodioksol - 5 -il) 2, 3, 6, 7, 12, 12a - heksahidro -
2 - metil - (6R, 12 aR)) kapali formali C;H19N304’dir (Tablo 2.4). Apolardir, suda

¢6zliinmez, asetonitrilde ¢ozlinlirken metanolde az ¢6zlinlir (55).

Tablo 2.4. TAD'in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TAD Molekiil Formiilii Molekiil Agirhg
O
¥ “\ /CH,:.
wjﬁ C22H19N304 389,41 g mol*
H v
/; O
\\Y/ -

2.8.2. Etki Mekanizmasi

Fosfodiesteraz tip 5’in (PDE5) geri donlisimli ve secici inhibitori olan TAD,
siklik guanozin monofosfat’a (cGMP) spesifiktir. Cinsel uyari ile lokal nitrik oksit
salinimi sirasinda, TAD’in PDE5 inhibisyonu ile korpus kavernozum cGMP
seviyesinde artis meydana gelir. Bu artis sonucu diiz kaslar gevser, penil dokuya kan

dolar ve ereksiyon olur(56).

2.8.3. Farmakodinamik Ozellikleri

TAD, PDE5’in etkili, secici ve geri dontistimli inhibitériadir (57). PDES diiz ve
cizgili kaslarda, beyincikte, akcigerde, bobrek ve trombositlerde var olan bir
enzimdir. PDE5’in farmokolojik inhibasyonu, siklik guanozin monofosfat seviyesini

yikseltir dolayisiyla diz kas hiicreleri gevser ve damar genislemesi meydana gelir
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(58). TAD'In PDE5 uzerindeki etkisi diger fosfodiesterazlara oranla yaklasik 10,000
kat daha fazladir (59).

2.8.4. Farmakokinetik Ozellikleri

TAD, oral uygulama ile alinir ve hizla emilir. Alindiktan 2 saat sonra gozlenen
maksimum plazma derisimine ulagir. TAD’In emilim miktari ve hizi, yiyeceklerden
etkilenmez. TAD’In protein baglamasi, terapotik derisimLerde % 90'Iin lizerindedir
(60). TAD, bilyuk olctde, sitokrom P450(CYP) 3A4 tarafindan metabolize edilir ve
dolasima giren temel metaboliti metilkatekol glukuronittir. Bu metabolit, PDE5
Uzerinde TAD kadar aktif degildir. TAD’In ortalama yari dGmrii 17.5 saattir ve inaktif

metabolitler halinde ve % 61’i feces % 36’s1 idrar yoluyla atilmaktadir.

2.8.5. Endikasyonlari

TAD, erektil disfonksiyonun tedavisinde kullanilir. Kadinlarda endike degildir.

2.8.6. Kontrendikasyonlari

Klinik calismalarda, TAD’in nitrat gruplarinin hipotansif etki gdstermistir.
Kardiyovaskiler hastalik tanisi konmus kisilerde kullaniminda dikkatli olunmalidir.

ilacin etkin ve yardimci maddelerine duyarlilik durumunda kontrendikedir (61).

2.8.7. Yan Etkileri

Cok yaygin olarak basagrisi, yaygin olarak da sirt agrisi, bas dénmesi, nazal
konjesyon ve miyalji gorilmustiir. Ender olarak da g6z kapaklarinda sisme,
konjunktival hiperemi gorilmdistir. Seyrek olarak da ereksiyonda uzama ve

priapizm gorilmustir.

2.8.8. TAD Analiz YontemLeri

TAD'In nitel veya nicel analizi icin spektrofotometrik yontemle tayini
literatlirde bildirilmis olmasina karsin potansiyometrik analizi bulunmamaktadir.

Literatirde HPLC-UV (62-66) ve HPLC-DAD (67,68) ile yapilmis TAD calismalari
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bulunmaktadir. TADIn HPLC ile gergeklestirilmis analiz yontemleri de mevcuttur

(Tablo 2.5).

Tablo 2.5. TAD analiz yontemleri

Yazar

Yil

Matriks

Cihaz

Analiz Sartlan

Kaynak
No

Desai

2014

Standart

UV-GB /
RPHPLC

C18 (250 x 4.6 mm,
5 um); MeOH:ACN:amonyum asetat
tamponu (pH 6.0); akis hizi 1.0
mL/dak; 264 nm

(62)

Aboul-Enein

2005

Tablet

HPLC-UV

C18 (100 x 4.6 mm), Chromolith;
ACN: KH2PO4 (100 mM, pH
3.0)(35:30:35, h/h/h); 230 nm

(63)

Pettit

2012

Standart

HPLC-UV

C18 (150 x 4.6mm, 5um); ACN:
KH2POs (50 mM,
pH: 3) (40:60, h/h); 230 nm

(64)

Reddy

2010

Standart

HPLC-UV

C18 (150 x 4.6 mm,
5 um); ACN:KH2PO4 (pH 7.0)
(60: 40 h/h); 262 nm

(65)

Sonawane

2013

Bulk Tablet

HPLC-UV

C18 (150 x 4.6 mm,
5 um); ACN : KH2PO4 (10 mM, pH to
3.2) (50:50, h/h); 295 nm

(66)

Bojanapu

2015

Bulk Tablet

HPLC-DAD

C18 (150 x 4.6 mm,
5 um); ACN:KH2PO4 (pH: 6)
(50:50 h/h); 285 nm

(67)

Patel

2014

Tablet

HPLC-DAD

C18 (150 x 4.6 mm,
5 um); ACN: MeOH: Su
(20:40:40, h/h/h); 260 nm

(68)

Giri

2012

Bulk Tablet

HPLC-UV

C18 (250 x 4.6 mm,
5 um); ACN: Su
(0.1% trietilamin, pH: 4.00)
(80:20, h/h); 229 nm

(69)

Rao

2008

Bulk Tablet

HPLC-UV

C18 (250 x 4.6 mm,

5 um); ACN :Cozelti A (KH2POs ve
C16H37NO, pH: 2.5) (20:80, h/h)
Cozelti B: ACN :Su (80:20, h/h)

Gradient; 220 nm

(70)

Park

2012

Sahte ilag

HPLC-UV

C18 (250 x 4.6 mm, 5um); ACN: %
0.1 fosforik asit (% 0.1
heksansulfonik asitli) (30:70 h/h);
285 nm

(71)

Barot

2010

Tablet

HPLC-DAD

C18 (150 x 4.6 mm,
3.5 mu); ACN : tampon (pH:7.00
trietilamin) (30:70, h/h); 225 nm

(72)

Chandran

2012

Tablet

HPLC-DAD

C18 (150 x 4.6 mm,
5 um); ACN: NH4CH3CO; (pH 7.0)
70:30 (h/h); 241 nm

(73)

Kannappan

2010

Standart

HPLC-DAD

C18 (150 x 4.6mm,
5 um); NaH2PO4
(10 mM, pH:3.0); 220 nm

(74)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cihazlar

HPLC sistemi
Pompa

Oto 6rnekleyici
UV dedektor

Data analizori

UV-GB Spektrofotometresi
pH metre

Otomatik mikropipet
Hassas terazi

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici

Saf su sistemi

Buzdolabi

Manyetik karistirici

3.2. Kimyasal Maddeler

Kabergolin (KAB)

Tadalafil (TAD)

Urasil (URA)

Metanol (MeOH)
Asetonitril (ACN)
Potasyumdihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit

Potasyum hidroksit

Thermo P2000
Thermo AS3000
Thermo UV6000LP

ChromQuest Thermo Finnigan

Agilent 8453

MettlerToledo MA 235
Eppendorf (10-100/100-1000uL)
MettlerToledo AG 285

Bandelin, Sonorex, RK514 BH
IDL RS2
BarnsteadNanoPureDiamond
Bosch

Nive NM 110

C26H37NsO2 (Pharmacia Saglik Uriinleri
San. ve Tic. Ltd. Sti.)

C22H18N304.HCI (Zentiva Saghk Uriinleri
San. ve Tic. A.S.)

C4HaN,0; (Sigma)

CH30H (Chromasolv®, Sigma-Aldrich)
C2H3N (Chromasolv®,Sigma-Aldrich)
KH2P04.2H20 (Merck)

NaOH (Merck)

KOH (Merck)


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://www.ilacrehberi.com/ilac-firmalari/zentiva/
http://www.ilacrehberi.com/ilac-firmalari/zentiva/
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen

Ortofosforik asit
Potasyum Hidrojen Ftalat (KHP)
Trietilamin (TEA)

3.3. Cam ve Sarf Malzemeler

Kolonlar

Otomatik pipet ucu
Vial

Kuvet

Balon joje

Spatul

Tartim kabi

Mezlr

Beher

43

HsPOas (J.T. Baker)
CgHs04K (Sigma)
(C2Hs)sN (J.T. Baker)

HiChromNucleosil

C18 (250 x 4.6 mm, 5 pum)

100 ve 1000 pL

Cam, 1 mL

1x1x3 cm, kuvars

5, 10, 25, 100 ve 1000 mL’lik, Pyreks
Metal

Cam

50, 100 ve 1000 mL’lik

100, 50 ve 250 mL'lik
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3.5. pKa Analizi Yontemleri
3.5.1. Potansiyometrik Yontem ile pK; Analizi

KAB i¢in Potansiyometrik Yontem Uygulanisi

KAB icin potansiyometrik yontem ile pK, tayini, MeOH:su 40:60 (h/h) ve
50:50 (h/h) ortaminda gergeklestirilmistir.

ilk olarak Gran fonksiyonu ile elektrot kalibrasyonu yapilmistir. Birinci
basamak kalibrasyonda, 1.0 M KOH ¢o6zeltisinden MeOH:su (40:60, h/h) icerecek
sekilde 0.1 M KOH titrant ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu titrant kullanilarak, hacimce
40:60 oraninda MeOH:su icinde 0.1 M KCl ile iyonik siddeti ayarlanmis 2.94 M KHP
titre edilmistir. ikinci basamak kalibrasyonda ise, ayni titrant kullanilarak 40:60 (h/h)
MeOH:su ¢ozeltisi icinde 0.1 M KCI ile iyonik siddeti ayarlanan 0.03 M HCI titre
edilmistir. Kalibrasyon deneylerinden elde edilen verilerle elektrodun kalibrasyon
katsayilari hesaplanmistir (Tablo 3.8).

KCl ile iyonik siddeti 0.01 olarak ayarlanmis KAB c¢ozeltisi (2.2 mM), ayni
oranda MeOH iceren 0.01 M KOH cozeltisi ile titre edilmistir. Eklenen titrant
hacmine karsilik olgilen mV degerleri grafige gegirilerek titrasyon egrisi
olusturulmustur. KAB igin hesaplanan ¢ degerleri titrant hacmine karsi
isaretlenerek elde edilen egriden pKa degeri bulunmustur.

MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda da pKa tayini icin ayni islemler tekrar
edilmistir (Tablo 3.7).
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TAD igin Potansiyometrik Yontem Uygulanisi

TAD igin potansiyometrik yontem ile pK; tayini hacimce 60:40 MeOH:su
ortaminda gergeklestirilmistir.

ilk olarak Gran fonksiyonu ile elektrot kalibrasyonu yapilmistir. Birinci
basamak kalibrasyonda, 1.0 M KOH ¢o6zeltisinden MeOH:su (60:40, h/h) icerecek
sekilde 0.1 M KOH titrant ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu titrant kullanilarak, hacimce
60:40 oraninda MeOH:su iginde 0.1 M KCl ile iyonik siddeti ayarlanmis 2.94 M KHP
titre edilmistir. ikinci basamak kalibrasyonda ise, ayni titrat kullanilarak 60:40
MeOH:su ¢ozeltisi icinde 0.1 M KCl ile iyonik siddeti ayarlanan 0.03 M HCI titre
edilmistir. Kalibrasyon deneylerinden elde edilen verilerle elektrotun kalibrasyon
katsayilari hesaplanmistir (Tablo 3.9).

Stok ¢ozeltisinden MeOH:su (60:40, h/h) ile seyreltilerek hazirlanan 0.1 M
KCl ile iyonik siddeti ayarlanmis TAD ¢ozeltisi (2.2 mM), ayni oranda MeOH igeren
0.01 M KOH ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Eklenen titrant hacmine karsilik dlgiilen mV
degerleri grafige gecirilerek titrasyon egrisi olusturulmustur. TAD icin hesaplanan ¢
degerleri titrant hacmine karsi isaretlenerek elde edilen egriden pK, degeri

bulunmustur.

3.5.2. Spektrofotometrik Yontem ile pK; Analizi

KAB igin Spektrofotometrik Yontem Uygulanisi

KAB molekdlinin iyonik ve noniyonik hallerinin UV-GB spektrumlari sirasiyla
0.01 M HCl ve 0.01 M NaOH cozeltileri icinde hazirlanan ¢ozeltileri ile elde edilmistir.
pKa tayini icin degisen pH degerlerindeki fosfat tamponununda 20 pg mL?
derisiminde hazirlanan KAB ¢ozeltileri kullanilmis ve absorbans degerleri 225 nm’de
Olcllmustlir. KAB c¢ozeltilerinin pH degerlerine karsilik gelen bu absorbans degerleri

Handerson-Hasselbalch esitliginde kullanilarak KAB’in pKa degeri hesaplanmistir.

TAD icin Spektrofotometrik Yontem Uygulanisi
TAD molekiliniin iyonik ve noniyonik hallerinin UV-GB spektrumlari sirasiyla

0.01 M HCl ve 0.01 M NaOH ¢ozeltileri igcinde hazirlanan ¢ozeltileri ile elde edilmistir.
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pKa tayini icin degisen pH degerlerindeki fosfat tamponununda 20 pg mL*
derisiminde hazirlanan TAD ¢o6zeltileri kullanilmis ve absorbans degerleri 285 nm de
Olctlmustlr. TAD gozeltilerinin pH degerlerine karsilik gelen bu absorbans degerleri

Handerson-Hasselbalch esitliginde kullanilarak TAD’in pK, degeri hesaplanmistir.

3.5.3. HPLC Yontemi ile pKa, Analizi

KAB icin HPLC Yontemi Uygulanisi:

HPLC yontemi ile pK, tayininde, hareketli faz pH’si ile etkin maddeye ait pikin
alikonma zamani arasindaki iliski incelenmistir. KAB etkin maddesinin pK, tayini, C18
(250 x4.6 mm, 5 um) kolonunda, ACN: Fosfat tamponu (10 mM, % 0.04 TEA iceren,
30:70, h/h) hareketli fazi ile yapilmistir. Hazirlanan ACN:Fosfat tamponu (30:70, h/h)
hareketli faz ¢6zeltisinin her bir pH degeri icin, kolon analizden 6nce 1 mL/dk akis
hizinda hareketli faz gegirerek analize hazir hale getirilmistir. Her bir pH degeri igin
dnce 10 ug mL* URA standart ¢dzeltisinden 20 uL ¢ozelti kolona enjekte edilmistir.
Bu analizin ardindan 20 pg mL?! KAB standart c¢ozeltisinden 20 pL alinarak ayni

sekilde kolona gonderilmistir. Analizler 1 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.10. KAB’in HPLC ile analizindeki kosullar

Kolon Hareketli faz bilesimi Akis Hizi

ACN: Fosfat tamponu (% 0.04 TEA iceren)
C18 (250 x4.6 mm, 5 um) 1 mLdk?
(10 mM, 30:70, h/h)
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4. BULGULAR

4.1. Potansiyometrik Yontem
4.1.1. KAB icin Potansiyometrik Yontem ile pKa Tayini

KAB’In MeOH:su (50:50, h/h) Ortaminda pK, Tayini

KAB’In MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda pKa, tayini, Gran fonksiyonu
kullanilarak kalibre edilmis elektrotla yapiimistir (bkz B6lim 3.5.1). KAB'iIn MeOH:su
(50:50, h/h) ortaminda 0.01 M KOH ile potansiyometrik titrasyonunda elde edilen
potansiyel degerleri (mV) eklenen titrant hacmine karsi grafige gecirilmistir (Sekil

4.1).

300 +
250
200
150
100

Potansiyel (mV)

Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.1. KAB'In MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda KOH ile potansiyometrik

titrasyonu egrisi

Elektrot kalibrasyonundan elde edilen katsayilarla KAB'in MeOH:su (50:50,
h/h) ortamindaki titrasyonundan elde edilen potansiyel degerleri Gran esitligiyle
(Esitlik 2.21) birlikte hesaplanarak pH degerleri elde edilmistir (bkz Ek 1).

Bulunan pH degerleri kullanilarak, zayif asit-kuvvetli baz titrasyonlari igin
kullanilan Gran esitligi ile ¢ degeri hesaplanmistir (bkz Ek 1). Bu degerler titrant

hacmine karsilik grafige gecirilmistir (Sekil 4.2).
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3,00E-03 ~

2,50E-03

2,00E-03

© 1,50E-03

1,00E-03

5,00E-04

0,00E+00

6 8 10 12 14

Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.2. KAB icin MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda titrant hacmi ile ¢ degerinin

degisimi grafigi

¢ degerinin eklenen titrant hacmi ile degisiminde dénim noktasi,

dogrusalligin basladigi nokta olarak belirlenmistir. Sekil 4.2’deki grafigin donim

noktasini ifade eden dogrusal kismi ayrilmis ve dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil

4.3).

1,10E-06 -+
1,00E-06 -
9,00E-07 -
8,00E-07 -
7,00E-07 -
6,00E-07 -
5,00E-07 -

y=-9.107x + 8.10°°
R2=0,9985

4,00E-07
7,7

7,8

7,9

8 8,1 8,2 8,3 8,4

Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.3. KAB i¢in MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda titrant hacmine karsilik ¢ degeri

grafiginin dogrusal oldugu kisim
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Grafigin dogrusal kismina ait dogru denklemi y= -9.107x + 8.10° olarak
bulunmustur. Denkleme ait egim —Ka’ya esit oldugundan, Ka degeri 9.10”7 ve pKa
degeri 6.05 olarak hesaplanmistir.

KAB’In MeOH:su (40:60, h/h) Ortaminda pK, Tayini

KAB’In MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda pKa tayini zayif asit-kuvvetli baz
titrasyonlari i¢in kullanilan Gran fonksiyonu (bkz Ek 1) kullanilarak kalibre edilmis
elektrotla yapilmistir (bkz Bolim 3.5.1). KAB'iIn MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda
0.01 M KOH ile potansiyometrik titrasyonunda elde edilen potansiyel degerleri (mV)

eklenen titrant hacmine karsi grafige gecirilmistir (Sekil 4.4).

300
250
200
150
100

50

Potansiyel (mV)

-100

-150 -

Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.4. KAB'In MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda KOH ile potansiyometrik

titrasyonu egrisi

Elektrot kalibrasyonundan elde edilen katsayilarla KAB'in MeOH:su (40:60,
h/h) ortamindaki titrasyonundan elde edilen potansiyel degerleri zayif asit-kuvvetli
baz titrasyonlari icin kullanilan Gran esitligiyle (Esitlik 2.21) birlikte hesaplanarak pH
degerleri elde edilmistir. Bulunan pH degerleriyle hesaplanmis ¢ degeri titrant

hacmine karsilik grafige gecirilmistir (Sekil 4.5).



0,006 -

0,005

0,004

< 0,003

0,002

0,001

0 2 4 6 8 10 12 14

Titrant hacmi (mL)

16

Sekil 4.5. KAB icin MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda titrant hacmi ile ¢ degerinin

degisimi grafigi
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¢ degerinin eklenen titrant hacmi ile degisimini gosteren grafigin dogrusal

oldugu kisim ayrilmis ve dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 4.6).

8,50E-07
8,00E-07 -

7,50E-07 - y=-9.107x +9.10°

7,00E-07 - R?=0,9974

6,50E-07 -
<

6,00E-07 -

5,50E-07 -

5,00E-07 -

4,50E-07 -

4,00E'07 T T T T T T T T T

8,95 9 905 91 915 92 925 93 935 94
Titrant hacmi (mL)

9,45

Sekil 4.6. KAB icin MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda titrant hacmine karsilik ¢ degeri

grafiginin dogrusal oldugu kisim
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Bu grafige ait dogru denklemi y= -9.107x + 9.10° olarak bulunmustur.

Buradan Ka degeri 9.107, pKa degeri ise 6.05 olarak hesaplanmistir.

4.1.2. TAD igin Potansiyometrik Yontem ile pKa Tayini

TAD’in MeOH:su (60:40, h/h) Ortaminda pKa, tayini

TAD etkin maddesi, % 60’tan daha az MeOH iceren ortamlarda ¢oktigi icin
MeOH:su (60:40, h/h) iceren ortamda pKa tayini yapilmistir. TAD’in MeOH:su (60:40,
h/h) ortaminda pK, tayini zayif asit-kuvvetli baz titrasyonlari igin kullanilan Gran
fonksiyonu kullanilarak kalibre edilmis (bkz Ek 1) elektrotla yapilmistir (bkz Bolim
3.5.1). TAD'in MeOH:su (60:40, h/h) ortaminda 0.01 M KOH ile potansiyometrik
titrasyonunda elde edilen potansiyel degerleri (mV) eklenen titrant hacmine karsi

grafige gecirilmistir (Sekil 4.7).

300

200

100

Potansiyel (mV)
o

-100

-200

-300 -

Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.7. TAD’in MeOH:su (60:40, h/h) ortaminda KOH ile potansiyometrik

titrasyonu egrisi

Elektrot kalibrasyonu ile elde edilen katsayilarla hesaplanan ¢ degerleriyle

gizilen grafigin dogrusal kismi alinip dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 4.8).



1,80E-04 -
1,60E-04
1,40E-04
1,20E-04
1,00E-04
8,00E-05
6,00E-05

4,00E-05

2,00E-05

0,00E+00

0,5

1 1,5 2
Titrant hacmi (mL)
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Sekil 4.8. TAD icin MeOH:su (60:40, h/h) ortaminda titrant hacmi ile ¢ degerinin

degisimi grafigi

¢ degerinin eklenen titrant hacmi ile degisiminde dénim noktasini ifade

eden dogrusal kismi ayrilmis ve dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 4.9).

1,60E-04 -
1,50E-04 -
1,40E-04 -
1,30E-04 -
€ 1,20E-04 -
1,10E-04 -
1,00E-04 -
9,00E-05 -

y =-0,0003x + 0,0003
R?=0,9904

8,00E-05
0,4

0,45

0,5 0,55 0,6
Titrant hacmi (mL)

Sekil 4.9. TAD icin MeOH:su (40:60, h/h) ortaminda titrant hacmine karsilik ¢ degeri

grafiginin dogrusal oldugu kisim
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Bu grafige ait dogru denklemi y= -3.10%x + 3.10* olarak bulunmustur.

Buradan, Ka degeri 3.10“ve pKa degeri 3.52 olarak hesaplanmistir.

4.2, Spektrofotometrik Yontem

4.2.1. KAB icin Spektrofotometrik Yontem ile pKa Tayini

Spektrofotometrik pK, tayini icin, 5.0 M NaOH c¢ozeltisi ile farkli pH
degerlerine ayarlanmis fosfat tamponu ile hazirlanan 20 mg mL? KAB ¢6zeltilerinin
200-400 nm arasi spektrumlari alinmig ve acilmanin gorildigu 225 nm
dalgaboyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir (Sekil 4.10). Ayrica, KAB’In iyonik
ve noniyonik formlari igcin 0.01 M HCl ve 0.01 M NaOH icindeki KAB ¢ozeltilerinin de

spektrumu alinmistir.

Sekil 4.10. KAB icin farkh pH degerlerindeki ve 0.01 M NaOH (a) ve 0.01 M HCI (b)

¢ozeltilerindeki UV spektrumlari

Her bir pH degeri icin olclilen absorbans degerleri kullanilarak Albert-
Serjeant yontemiyle Handerson-Hasselbalch esitliginde yerine konarak pK, degeri
hesaplanmistir (Tablo 4.1). Elde edilen pK, degerlerinin ortalamasi alinarak KAB igin

pKa degeri 6.43 + 0.29 olarak hesaplanmistir.



Tablo 4.1. Degisen pH’lardaki absorbans degerlerinden pKa hesaplanmasi
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pH Absorbans (A) pK, = pH +log(4; — A/A — Ay)
3.43 1.3753 4.29
3.79 1.3913 4.37
4.77 1.3532 7.56
5.58 1.3854 6.26
6.17 1.3693 7.19
6.29 1.3684 7.34
6.49 1.3738 7.39
6.57 1.4044 6.99
pKa (ort + SS) 6.43 +0.29

Am=1.3529 (0.01 M HCl'de), A= 1.5405 (0.01 M NaOH’da)

4.2.2. TAD igin Spektrofotometrik Yontem ile pKa Tayini

TAD’In pK,; degerinin tayini icin, 5.0 M NaOH ile ayarlanmis farkh pH

degerlerindeki fosfat tamponu icinde hazirlanan c¢ozeltilerin 200-400 nm arasi

spektrumlari alinmustir. Spektral agilmanin gorildigi 285 nm dalgaboyundaki

absorbans degerleri kaydedilmistir (Sekil 4.11). Ayrica, TAD In iyonik ve iyonik

olmayan formlarinin absorbanslarinin belirlenmesi i¢in sirasiyla 0.01 M HCI ve 0.01

M NaOH icindeki ¢ozeltilerinin 200-400 nm arasi spektrumlari alinmistir.




61

dbseibanee |4 0]

Sekil 4.11. TAD igin farkl pH degerlerindeki ve 0.01 N NaOH (a) ve 0.01 N HCI (b)

¢ozeltilerindeki UV spektrumlari

Her bir pH degeri icin Olclilen absorbans degerleri kullanilarak Albert-
Serjeant yontemiyle Handerson-Hasselbalch esitliginde yerine konarak pK, degeri
hesaplanmistir (Tablo 4.2). Her bir pH degeri icin elde edilen pK, degerlerinin

ortalamasi alinmis ve TAD icin pK, degeri 3.44 + 0.15 bulunmustur.

Tablo 4.2. Degisen pH’lardaki absorbans degerlerinden pK,; hesaplanmasi

pH Absorbans (A) pK, = pH +log(A—A;/Ay — A)
2.90 12412 3.17
3.14 13103 3.19
3.39 1.3539 3.31
3.64 1.4742 3.15
4.14 1.4347 3.80
4.93 1.5525 4.01
pKa (ort + SS) 3.44£0.15

Am=1.040 (0.01 M HCI'de), A= 1.6135 (0.01 M NaOH’da)
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4.3. HPLC YOntemi

4.3.1. KAB i¢in HPLC Yontemi ile pK, Tayini

KAB’In pKa degerinin HPLC yontemi ile analizi igin en énemli basamaklardan
birisi HPLC yonteminin optimizasyonudur. pK, tayininde kullanilacak sabit faz ile
hareketli faz bilesiminin belirlemesi igin optimizasyon g¢alismasi yapilmigtir. Bu
calismada, standart KAB ¢ozeltisi (20 mg mL?) Gg farkli ters faz sivi kromatografisi
kolonu (250 x 4.6 mm, 5 um) ve farkl bilesimlerdeki hareketli faz ¢ozeltileri

kullanilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. KAB’In HPLC yontemi ile pKa tayini igin kolon tiirii ve hareketli faz

bilesiminin kapasite faktorine etkisi

ACN: Fosfat
Sabit Faz Tamponu t() (URA) tr (KAB) k.
(h/h, 10 mM, pH 2.5)
10:90 3.00 6.90 1.30
C18 15:85 2.75 4.77 0.73
30:70 2.34 3.00 0.28
15:85 3.18 9.16 1.88
Cc8 20:80 3.09 5.14 0.66
30:70 3.59 2.66 -
10:90 3.57 11.16 2.12
CN 15:85 3.45 7.08 1.05
20:80 3.35 5.09 0.52

Sabit faz optimizasyon icin test edilen C18, C8 ve CN fonksiyonel grup tasiyan
kolonlardan, C18 fonksiyonel grubu tasiyan sabit faz ile doldurulmus analitik kolon
(250 x 4.6 mm, 5 um) kromatografik ayirim igin segilmistir. Secilen C18 kolonda g
farkl bilesimdeki hareketli kullanilarak enjeksiyon yapilmistir. C18 iceren kolonda

elde edilen veriler hareketli faz bilesimi agisindan degerlendirildiginde, hareketli
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fazdaki organik diizenleyici ACN miktarinin artmasiyla kapasite faktoriiniin diger bir

deyisle allkonma zamaninin azaldig1 saptanmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.12).

Tablo 4.4. KAB'In HPLC yontemi ile pKs tayini icin C18 kolonda hareketli faz

bilesiminin alikonma ve pik simetrisine etkisi

ACN/Tampon Alikonma zamani Kapasite Pik Asimetri
(h/h) (dk) Faktorii Orani
10:90 6.90 1.30 5.30
15:85 4.77 0.73 3.11
30:70 3.00 0.28 1.10

1,4 -
1,2 A
* 1
2
208 -
&
2 0,6 -
®
204 -
4
0,2 -
O T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35
% ACN

Sekil 4.12. KAB igin C18 kolonunda ACN ylizdelerine gore kapasite faktori (k')

degisimi

Ayrica, hareketli fazdaki ACN miktari azaldik¢a pik asimetri oraninda artis

gozlenmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.13).




Pik asimetri orani
w

10

15

20
% ACN

25

30

35
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Sekil 4.13. KAB icin C18 kolonunda ACN yiizdelerine gore pik asimetri orani degisimi

KAB etkin maddesi icin en uygun kromatografik sistem olarak C18 (250 x 4.6

mm, 5 um) kolonu ile ACN: Fosfat tamponundan (30:70, h/h) olusan hareketli faz

secilmistir.

pKz tayini amaciyla, hareketli faza eklenen tamponun pH degeri arttirilarak

KAB pikine ait alikkonma zamani kaymasi izlenmistir. pH degeri arttikga KAB pikinin

alikonma zamani artmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Farkli pH degerlerindeki KAB ve URA’e ait alikkonma zamanlari ile KAB’e ait

kapasite faktorleri

pH to (URA) tr (KAB) k’

4.50 2.34 4.20 0.83
5.00 2.34 4.30 0.84
5.27 2.34 4.88 1.09
5.44 2.34 5.73 1.49
5.60 2.34 7.00 2.08
5.70 2.34 7.87 2.36
5.80 2.34 8.75 2.74
5.96 2.34 13.04 4.57
6.10 2.34 13.39 4.72
6.28 2.34 13.67 4.84
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pKas, maddeye ait pikin kapasite faktériine bagli olarak hesaplanir. Aikonma
zamanlari ile hesaplanan KAB kapasite faktorleri pH’a karsi grafige gegirilmistir. Elde

edilen egrinin donliim noktasi pK, degerine esittir (Sekil 4.14).

Kapasite Faktor (k
w
k=)
=)

o
o
o

Sekil 4.14. HPLC ile KAB ’e ait pH’a karsilik kapasite faktori grafigi

Donim noktasinin daha iyi belirlenebilmesi igin egrinin pH’ya gobre ikinci
turevi alinmistir (Sekil 4.15). KAB igin cizilen ikinci tlirev grafiginde egrinin x-eksenini
kestigi pH 6.00 degeri KAB'In pKa'si olarak belirlenmistir. pKs = 6.00 degerinde elde
edilen KAB piki Sekil 4.16'da verilmistir.

N B [e)]
o o o
I I )

o

dZk/dpH?
o
S
D
(6]
~
0]

IS
o
I

o)
o
I

0o
o
L

pH

Sekil 4.15. KAB'in HPLC ile analizinde elde edilen pH-d?k/dpH? egrisi
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Sekil 4.16. Ornek kromatogramlar: (a) hareketli faz ve (b) standart KAB (20 ug mL?)

4.4. pK, Tayin Yontemleri igin Tekrarlanabilirlik Calismalari

4.4.1. Spektrofotometrik Yontem igin Tekrarlanabilirlik

KAB’a ait pKa Tayini igin Tekrarlanabilirlik Calismasi

KAB etkin maddesinin spektrofotometrik yontem ile pK, tayini igin
uygulanan yontemin cihaz ve yontem tekrarlanabilirligi test edilmistir. Bu amacla,
KAB’'In pKa degerine yakin bir deger olan pH 6.0 ortaminda hazirlanmis KAB
standardinin (20 pug mL?') absorpsiyonu, spektrofotometrik yéntem analizlerinin
yapildigi dalgaboyunda (225 nm), ayni (n=6) ve farkli bagimsiz ¢ozeltilerinden olmak
Uzere olclilmistir (n=6). Bu absorbans degerleri ile ortalama deger, standart sapma

ve bagil standart sapma hesaplanmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. KAB etkin maddesinin spektrofotometrik yéntem ile pKa tayini igin cihaz

ve yontem tekrarlanabilirligi bulgulari

KAB Cihaz Tekrarlanabilirligi Yontem Tekrarlanabilirligi

1.2099 1.3547
1.2060 1.3544
Absorbans 1.2039 1.3516
(225 nm) 1.2034 1.3464
1.2048 1.3554
1.2053 1.3544

X 1.2056 + 0.0010 1.3528 + 0.1027
SS 0.0023 0.0340
BSS (%) 0.1931 0.2515

X : Ortalama * standart hata, SS: Standart sapma, BSS : % Bagil standart sapma.

TAD’a ait pKa, Tayini igin Tekrarlanabilirlik Calismasi

TAD etkin maddesinin spektrofotometrik yontem ile pK tayini igin uygulanan
yontemin cihaz ve yontem tekrarlanabilirligi test edilmistir. Bu amagla, TAD'In pK,
degerine yakin bir deger olan pH 4.5 ortaminda hazirlanmis TAD standardinin (20 ug
mL1) absobsiyonu, spektrofotometrik yontem analizlerinin yapildigi dalgaboyunda
(285 nm), ayni (n=6) ve farkli bagimsiz c¢ozeltilerinden olmak Uzere o6lctulmistir
(n=6). Bu absorbans degerleri ile ortalama deger, standart sapma ve bagil standart

sapma hesaplanmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. TAD etkin maddesinin spektrofotometrik yontem ile pKj tayini igin cihaz

ve yontem tekrarlanabilirligi bulgular

TAD Cihaz Tekrarlanabilirligi Yontem Tekrarlanabilirligi

1.4734 1.4997
1.4792 1.4495
Absorbans 1.4737 1.4325
(285 nm) 1.4679 1.4580
1.4641 1.4881
1.4537 1.4916

X 1.4687 + 0.0037 1.4699 + 0.0110
SS 0.0090 0.0270
BSS (%) 0.6122 1.8373

X : Ortalama * standart hata, SS: Standart sapma, BSS : % Bagil standart sapma.

4.4.2. HPLC Yontemi icin Tekrarlanabilirlik

KAB Etkin Maddesinin HPLC ile pKa Tayini i¢in Tekrarlanabilirlik Calismasi
KAB etkin maddesinin HPLC yontemi ile pKa tayini icin enjeksiyon ve yontem
tekrarlanabilirligi incelenmistir. Enjeksiyon ve yontem tekrarlanabilirlikleri KAB piki

icin hesaplanan kapasite faktorleri esas alinmistir (n=6, Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. KAB etkin maddesinin HPLC yontemi ile pKa tayini igin enjeksiyon ve

yontem tekrarlanabilirligi bulgulari

KAB Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi Yontem Tekrarlanabilirligi
4.34 4.42
4.37 4.45
4.43 4.50
K’

441 4.59
4.39 4.72
4.42 4.45

X 4.39+0.01 4.52 +0.03

SS 0.03 0.07

BSS (%) 0.73 1.66

X : Ortalama = standart hata, SS: Standart sapma, BSS : % Bagil standart sapma.

KAB ve TAD maddelerinin pKs tayini amaciyla kullanilan yontemlerle elde
edilen pK; degerlerinin  birbiri ile uyumlulugunun sinanmasi amaciyla
spektrofotometri, potansiyometri ve HPLC ile tekrarl analizler yapiimistir. KAB igin
spektrofotometrik yontemle elde edilen pK, degerleri ile diger yontemlerle
saptanan pKa degerleri arasinda % 95 glivenlik diizeyinde istatistiksel olarak anlaml
fark vardir ( Kruskal-Wallis testi, p > 0.05, Ek.4). TAD icin spektrofotometrik ve
potansiyometrik yontemle elde edilen pKa degerleri arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli degildir (Mann Whitney U testi, p < 0.05, Ek.3).
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Tablo 4.9. KAB ve TAD maddeleri icin spektrofotometri, potansiyometri ve HPLC

yontemleri ile deneysel olarak hesaplanan pK, degerleri”

Spektrofotometri Potansiyometri HPLC
MeOH:su MeOH:su
6.43+0.29 (50:50, h/h) (40:60. h/h) 6.00 £ 0.031
KAB
(0.55)% 6.05 £ 0.003 6.05 £ 0.009 (0.92)*
(0.095)" (0.253) ™
3.44 £ 0.15 MeOH:su (60:40. h/h)
TAD . -
(0.73) 3.52 +£0.012 (0.59)

(") : Degerler ortalama * SS (% BSS) olarak verilmistir (n=6).

(") :p<0.05
(8) : p>0.05
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5. TARTISMA

Asidik iyonlasma sabiti (pKa) ilacin iyonize ve noniyonize form dizeylerini,
dolayisiyla hilicre icine gecis, plazma proteinlerine baglanma ve doku
penetrasyonunu dnemli bicimde etkileyen bir fizikokimyasal parametredir. ilacin
farkh pH degerlerindeki iyonlagsma dereceleri biyofarmasétik siniflandirilmadaki (BCS)
yerinin belirlenmesini, ilacin ¢ézlnurlGglini ve membranlardan gegisini dogrudan
etkiledigi icin pKy degeri dogru belirlenmesi gereken bir parametredir.
Spektrofotometri, potansiyometri ve HPLC temelli deneysel yontemlerle degisik ilag
molekillerinin pKs degerleri tayin edilebilir. Ancak, ilag molekillerinin bir ¢ogunun
suda ¢ozUnurligl az oldugu icin pKa tayini icin yapilan deneylerde bazi kisitlamalar
vardir. Giderek yayginlasan diger bir yaklasim da, pK, degerlerinin modellemelere
dayali yaziim programlari araciligi ile hesaplanmasidir.

KAB ve TAD etkin maddelerine ait pK, degerlerini deneysel olarak belirleyen
bir calisma literatlirde yer almamaktadir. Bu tez calismasinda, suda ¢Oziinmeyen
KAB ve TAD etkin maddelerine ait pKa, degerleri potansiyometrik, spektrofotometrik
ve kromatografik yontemlerle deneysel olarak saptanmistir.

Potansiyometri pK, tayini icin bilinen ilk yéntemdir. Yontemin basit ve ucuz
olusu tercih edilme sebebidir. Diger avantajlari ise analiz duyarliginin yiksek ve
kararl olmasidir. Bu ¢alismada KAB i¢in potansiyometrik yontemde (50:50, h/h) ve
(40:60, h/h) olmak zere c¢ozlinebildigi iki farkli MeOH:su ortaminda analiz
yaptimistir. Bulgular her iki ortamda elde edilen pKa degerinin birbirinden farkli
olmadigini gostermektedir (p<0.05, Tablo 4.9.). TAD etkin maddesine ait pK,
degerinin potansiyometrik tayininde, sadece ¢ozinebildigi MeOH:su (60:40, h/h)
ortami kullanilmistir. TAD’in suda az ¢Ozliinmesi sebebiyle daha disik MeOH
oraninda calismak mimkin olmamistir.

Potansiyometrik yontemde KAB ve TAD etkin maddelerine ait pK, degerleri
Gran Yontemi ile hesaplanmistir. KAB ve TAD icin pKa degerleri sirasiyla 6.05 ve 3.52
bulunmustur (Sekil 4.6 ve 4.9). Tekrarlanan analizler sonucu bulunan pK,
degerlerindeki BSS’nin en fazla 0.59 oldugu, dolayisiyla sonuglarin birbirleriyle tutarli

oldugu gorilmektedir.
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Spektrofotometrik yontem suda az ¢6ziinen bilesiklerin pK, tayini icin uygun
oldugu bildirilen yéntemlerden biridir. Cok dusik miktarlarda (yaklasik 10¢ M)
analitin yeterli olmasi bu ydntemin avantajlarindan biridir. Fakat bu yontemin kesin
ve dogru sonug verebilmesi icin analiz edilen maddenin en az bir kromofor grubu
bulunmali ve iyonize ile noniyonize olmayan tiiriin spektrumlari birbirinden farkli
olmalidir.

Bu tezin spektrofotometrik tayin kisminda KAB ve TAD icin elde edilen
absorbans degerleri, Albert-Serjeant yontemi ile Henderson-Hasselbalch esitliginde
yerine konularak her pH diizeyinde hesaplanan pK, degerlerinin ortalamasi olarak
bulunmustur. Bu pKs degerleri, KAB igin 6.43 £ 0.29 ve TAD igin 3.44 + 0.15'dir
(Tablo 4.1 ve 4.2).

Spektrofotometrik yontemde, cihaz ve yontem tekrarlanabilirliginin 6lclsu
olan BSS degerleri, KAB icin sirasiyla 0.19 ve 0.25; TAD icin sirasiyla 0.61 ve 1.84
olarak hesaplanmistir (Tablo 4.6 ve 4.7). Cihaz tekrarlanabilirligi icin kabul edilen en
yuksek BSS % 1, yontem tekrarlanabilirligi icin ise % 2 olmak kosulu (75) esas
alindiginda cihaz ve yontem yiksek kesinliktedir.

Spektrofotometrik yontemde gerceklestirilen 6nceki calismalar, incelenen
molekil yanitlarinda pH degisimlerine duyarli glicli spektral kaymalarin olmasi
durumunda spektrofotometrik yontemin uygun bir yontem olacagini
gostermektedir. Glglu spektral kayma olmasi icin de iyonlasan boélge ile kromofor
bolge arasinda en fazla li¢ o bag olmalidir (76). Bu calismanin spektrofotometrik
yontem ile vyapilan kismindaki farkli pH degerlerine ait KAB absorpsiyon
spektrumunun cok fazla agilmadigi, iyonik ve iyonik olmayan tirlerinin absorbans
degerleri arasinda ¢ok fazla fark olmadigl goézlenmistir. Bu durum bize KAB
maddesinin iyonlasan kisminin kromofor bolgeye ¢ok yakin olmadigini gdstermistir.
Dolayisiyla, KAB icin spekrofotometrik olarak saptanan pK, degeri (6.43 + 0.29)
potansiyometri ve HPLC yontemleriyle saptanan pKa degerlerinden istatistiksel
olarak farkh bulunmustur (p>0.05). TAD icin potansiyometrik ve spektrofotometrik

yontemlerle bulunan pK, degerleri istatistiksel olarak aynidir (p<0.05). Bulgulara
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dayanilarak, spektrofotometrik yontemin KAB igin pKs tayininde uygun olmadigi
soylenilebilir.

HPLC yontemi ile pK, tayininde, KAB molekiliiniin polaritesi nedeniyle (log P
= 2.60) ters faz HPLC yontemi kullaniimistir. Kromatografik kosullarin optimizasyonu
amaciyla C18, C8 ve CN kolonlarda, farkh bilesimlerine sahip hareketli fazlar (pH 2.5)
kullanilarak denemeler yapilmistir. CN ve C8 fonksiyonel grubu tasiyan kolonlarda
hacimce 10:90, 15:85 ve 20:80 ACN: Fosfat tamponu (% 0.04 TEA) hareketli faz
karisiminda pH 2.5’de saptanan alikonma zamanlarinin pK, tayini icin uzun oldugu
gorilmastir (Tablo 4.5). Bu kolonlarda, hareketli fazin pH degeri arttirildik¢a
alikonma zamanlari daha da artmis (6rnegin, pH:6.0’da, 45 dk) ve giderek KAB piki
yayvanlasarak zeminden ayrilamamistir. Bu nedenle, ayni ACN oraninda en kisa
alikonma zamaninin saglayan ve en apolar C18 kolonu galisma kolonu olarak
secilmistir.

KAB etkin maddesinin C18 kolonunundan eliisyonu igin kullanilan hareketli
fazdaki ACN miktari hem alikonma zamanlari hem de pik sekilleri dikkate alinarak
belirlenmistir. Distik ACN oraninda alikonma zamaninin arttigi ve piklerin bozuldugu
gorulmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.12 ve 4.13). ACN orani hacimce % 30 oldugunda KAB
pikinin asimetri orani 1.10 degerine diismus, bu nedenle en uygun ACN orani olarak
secilmistir.

Kolon ve hareketli faz optimizasyonu sonrasinda, KAB etkin maddesinin pK;
degerinin tayininde baslangi¢ kosullari olarak, C18 (250x4.6 mm, 5 um) kolonu ve
ACN:Fosfat tamponu (10 mM, pH: 2.5) (30:70, h/h) karisimi hareketli faz olarak
secilmistir. Hareketli fazin akis hizi 1 mL dk* ve dedektér dalga boyu 280 nm dir.
HPLC ile pKas analizinde degisen hareketli faz pH’ina karsilik degisen alikonma
zamanlari incelenmektedir. KAB molekiliinin C18 kolonu ile etkilesimi, hareketli
fazin disik pH degerlerinde azdir ve alikonma zamani kisadir. Hareketli fazin pH
degeri arttikca KAB molekili giderek daha fazla noniyonik hale donustr, dolayisiyla
kapasite faktort artmistir (Tablo 4.5). Hareketli fazin pH degeri ile kapasite faktori
arasindaki sigmoidal iliskiden yararlanilarak pK; bir egri elde edilmistir (Sekil 4.14 ve

4.15). Bu amagla kullanilan cihazin enjeksiyon kesinligi ile yontemin kesinligi igin
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hesaplanan BSS degerleri sirasiyla 0.78 ve 1.66’dir. Bu degerler, kabul edilen
enjeksiyon tekrarlanabilirligi icin <%1 ve yontem tekrarlanabilirligi icin <%2 kosulunu
saglamaktadir (75). Ayrica, tekrarlayan tayinlerde elde edilen sonuglar hem birbiri
icerisinde tutarl hem de potansiyometrik yontemle uyumludur (Tablo 4.9). KAB ve
TAD igin ilag bilgilendirme kartlarinda verilen pK; degerleri sirasiyla 9.91 ile 15.25 ve
4.2 ile 15.17’dir (77).

pKa degerlerinin hesaplanmasi icin kullanilan bircok bilgisayar programi
bulunmaktadir. pK; degerini tahmin etmek icin kullanilan bu programlar, molekdlleri
optimize edip bag enerijilerini hesaplamakta ve boylelikle molekile ait fizikokimyasal
parametreleri tahmin ederek bir sonug vermektedir. Fakat bu programlar her zaman
dogru sonug verememektedir. Bu durum molekillin ¢ozelti ortamindaki durumu ile
programda onerilen durumu arasinda farkllik olabilecegini gostermektedir.

ACE and JChem (78) ve ACD/Labs (79) programlari bu amagla gelistirilerek
web ortamina konulmus yazilimlardir. KAB etkin maddesi icin ACE & JChem
programinda N13 atomunun protonlanmasi sonucu elde edilen pK, degeri 8.0, N29

icin ise 9.3 olarak hesaplanmistir (Sekil 5.1)

Sekil 5.1. KAB i¢in ACE & JChem program ile pKi hesaplanmasi sonucu KAB

molekiline ait atomlarin numaralandiriimasi



75

KAB i¢in ACD/Labs programinda hesaplama yapildiginda ise protonlanmanin

gerceklesecegi kisimlar renkli gosterilmistir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. ACD/Labs programi ile KAB molekili igin 6ngorulen aktif bolgeler

Bu durumda, ACD/Labs programinda, KAB molekilliniin en gugli pKai degeri
9.6 £ 0.4, pKyz degeri 13.6 + 0.9 olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamaya gore 1 ve 2
numarali N atomlari protonlanmistir (Sekil 5.3). Ortam pH degeri artis
similasyonunda 6.7 degerinde 1 numarali N atomuna bagh H atomunun koptugunu

gostermektedir (Sekil 5.4).

Sekil 5.3. KAB molekiiliiniin protonlanmis hali
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Sekil 5.4. ilk protonu verdikten sonra 6ngériilen KAB molekiilii

Ayni similasyonun devaminda pH 9.6 degerinde ise 2 numarali N

atomundaki H atomunun koptugu 6ngoérilmektedir (Sekil 5.5).

0 NH CHy
Y ~ CHy
|

0 N N
R \“‘CHE

HH

Sekil 5.5. ikinci iyonlasmadan sonraki éngériilen KAB molekiilii

Son olarak simiilasyonda pH 13.6 degerinde 3 numarali N atomuna bagli H'in

kopmasi ile molekiliin negatif yiklendigi ongorilmustir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. pH 13.6 degerinde gerceklesmesi dngoriilen iyonlasmanin ardindan KAB

molekull

Bu tahminler sonrasinda, KAB molekiili icin 6.7 £ 0.4, 9.6 + 0.4 ve 13.6 £ 0.9
olmak Ulzere 3 pK, degeri dngoriilmektedir. Fakat program, bunlar icinden 2 tane
degeri kuvvetli olarak gostermis ve 6.7 degerini yok saymistir.

TAD molekilinin pK, degeri de ayni bilgisayar programlariyla hesaplanabilir.
ACE & JChem programinda, TAD molekiliniin N15 atomundan protonlandigi ve pK,

degeri 5.4 olacak sekilde iyonlastigi ongorilmektedir (Sekil 5.7).

20

Sekil 5.7. ACE & JChem programinda TAD molekiiliine ait numaralandirma
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TAD molekiliiniin pKa, degeri ACD/Labs programinda hesaplandiginda ise biri
negatif olmak lzere 2 pKa degeri bulunmustur. Programa gore 1 ve 2 numaral N
atomlari protonlanmakta, molekil % 68 N1, % 32 N2 atomlarindan olacak sekilde
iyonlasmaktadir (Sekil 5.8). Program bu iyonlasmalar icin -1.8 £ 0.5 degerinde tek bir

pKa 6ngdrmektedir. Bu degerin kimyasal olarak gézlenmesi mimkin degildir.

Sekil 5.8. ACD/Labs programi ile TAD molekuli igin 6ngorilen aktif bolgeler

ACD/Labs programina gore TAD molekulinde ikinci iyonlasma N3 atomunda
meydana gelmektedir. Program, bu iyonlasma icin 15.6+0.9 pK, degeri 6ngérmuistir.
Sonug olarak, KAB ve TAD icin iki farkli bilgisayar programda hesaplanan pK,
degerleri (Tablo 5.1) hem kendi iclerinde hem de deneysel bulgularla
ortismemektedir. Bu durum, KAB ve TAD molekil optimizasyon programlarinin

deneysel bulgulardan ¢ok farkli oldugunu géstermektedir.
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Tablo 5.1. KAB molekiliine ait ACE & JChem veACD/Labs programlari ile hesaplanmis

pKa degerleri

ACE & JChem ACD/Labs
pKa1 pKa2 pKa1 pKa2 PKa3
KAB 8.0 9.3 6.7 9.6 (giclii) 13.6 (guiclt)
TAD 54 - -1.8 15.6 -
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, KAB etkin maddesinin pK, degeri potansiyometri,
spektrofotometri ve HPLC yontemleriyle, TAD etkin maddesinin pK, degeri ise
potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir. Bulgular, hem
uygulanan yontemler arasinda hem de ACD/Labs ve ACE & JChem molekiil
optimizasyon programlari ile hesaplanmis degerlerle karsilastiriimistir.

KAB’In pK; degerinin spektrofotometrik yontem ile analizinde bilesigin iyonik
ve noniyonik formlarinin yarattig spektral kaymanin dogru bir pK, tayini icin yeterli
olmadigl saptanmistir. Potansiyometrik yontem, KAB’in pKa degerinin tayininde en
uygun yontemdir. Analiz, KAB suda az ¢6zlinen bir bilesik oldugu igin ortamda
tamamen ¢6zindiGgiu (50:50, h/h) ve (40:60, h/h) MeOH:su ortaminda yapilmistir.
Potansiyometrik yontemde elektrot kalibrasyonu igin Gran yontemi uygulanmistir.
Analiz sonucunda KAB'in pKa degeri (50:50, h/h) ve (40:60, h/h) MeOH:su oraninin
ikisinde de 6.05 bulunmustur. KAB’in HPLC ile pKa tayinindeki kolon ve hareketli faz
optimizasyonu sonucu C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolonu ve ACN: Fosfat tamponu
(10 mM, pH 2.5) (30:70, h/h) bilesimindeki hareketli faz kullanilmistir. pH
degerindeki artis, KAB pikinin kapasite faktoriini (k') arttirmistir. Bu kaymadan
yararlanilarak, KAB icin pKa = 6.00 bulunmustur. KAB etkin maddesi icin ACE &
JChem ve ACD/Labs programlari ile pKa1 degerleri sirasiyla 8.0 ve 9.6 (gugli)
hesaplanmistir. Bu degerler, deneysel olarak elde edilen pK, degerlerine ¢ok uzaktir.
Ayrica, bu tez calismasinda KAB’In pK, degerinin tayini icin gelistirilen bitiin
yontemler yliksek tekrarlanabilirlik dolayisiyla kesinlik gostermektedir.

TAD molekilinin pK, degeri ise potansiyometrik ve spektrofotometrik
yontemler ile deneysel olarak sirasiyla 3.52 ve 3.44 bulunmustur. Bu tez
calismasinda, TAD etkin maddesinin pKa, degerinin tayini icin gelistirilen yontemlerin
tekrarlanabilirligi ve kesinligi ylksektir. Ayrica, TAD icin potansiyometrik ve
spektrofotometrik yontemlerle elde edilen pK, degerleri birbirine yakin ve tutarlidir.
TAD molekili igcin ACE & JChem ve ACD/Labs programlar ile pK, degeri
hesaplandiginda, sirasiyla 5.4 ve -1.8 bulunmustur. Bu degerler, hem birbirleriyle

hem de deneysel olarak elde edilen bulgularla tutarsizlik gostermektedir.
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Bu tez ¢alismasinin bulgulari, KAB igin pKiin potansiyometrik ve
kromatografik; TAD icin ise spektrofotometrik ve potansiyometrik tayinin mimkiin
oldugunu, deneysel pK, degerlerinin ilag bilgilendirme kartlarinda yer alan degerler
veya yazilim programlarindaki 6nermelerle 6rtismedigini gostermektedir. Benzeri
durum, pK, degeri deneysel olarak tayin edilmemis pek cok ila¢ etkin maddesi icin
de s6z konusu olabilir. Bu nedenle, ilacin vicutta absorpsiyonu, dagilimi ve
eliminasyonu mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan bir fizikokimyasal parametre

olarak ila¢ etkin maddelerinin pK; degerlerinin deneysel olarak saptanmasi dnerilir.
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EKLER
Ek 1. Potansiyometrik Titrasyon ile pK, Tayininde Elektrot Kalibrasyonu

Potansiyometrik yontemle pK, tayininde elektrot kalibrasyonu MeOH:su
(50:50, h/h) ve (40:60, h/h) bilesimLerinde Gran yéntemi kullanilarak yapilmistir. Bu
kalibrasyon yontemi 2 basamakta gerceklestirilmistir.

MeOH:su (50:50, h/h) ortamindaki pKs; analizinde vyapilan elektrot
kalibrasyonu igin 1.basamakta 2.94 M KHP, 0.1 M KOH ile titre edilmistir. Her 100 pL
titrant eklenmesine karsilik potansiyel degerleri olglilmustiir. Bu potansiyel
degerleriyle ¢ degerleri hesaplanmistir.

2.94 M KHP ¢ozeltisine 100 uL 0.1 M KOH eklendiginde her bir ekleme igin ¢
degeri hesaplanmistir.

Zayf asit-kuvvetli baz titrasyonu igin kullanilan Gran Esitligi

¢ = V,10PH
$ = V,105/(23026RT/V)

(1) — thoE/59.16

Esitlikteki V;, eklenen titrant hacmini; E ise okunan potansiyel degerini mV
cinsinden goéstermektedir. 2'3026RT/F ifadesinin 25°C'taki degeri 0.05916 V olarak
belirlenmistir.

Bu esitlikle hesaplanan ¢ degerleri, eklenen titrant hacmine karsi grafige

gegcirilir.

Titrant hacmi (mL)

Sekil 1. Zayif asit ile elektrot kalibrasyonunda MeOH:su (50:50, h/h)

ortaminda titrant hacmi ile ¢ degeri degisimini gosteren sekil



Titrant hacmi- ¢ grafiginin dogrusal oldugu kisim alinir.

3 y =-2,5044x + 4,3369
R2=0,9998

0,5 0,7 0,9 11 1,3 1,5 1,7 1,9

Titrant hacmi (mL)

Sekil 2. Zayif asit ile elektrot kalibrasyonunda MeOH:su (50:50, h/h)

ortaminda titrant hacmi ile ¢ degeri degisimini gosteren egrinin dogrusal kismi

Sekil 2'deki grafikten elde edilen dogru denkleminin kesim/egim orani;

kesim _ 4.3369

= =1.7317
egim  2.5044

hesaplanmistir ve bu deger, donim noktasina kadar harcanan titrant
hacmini (V) vermektedir. KHP’nin mol sayisi kesim/egim oranina bélindiginde

titrant bazin molaritesi bulunmustur.

Ngup = (Mgup)(Vanaiit)

nKHp == 014'7 mOl

Mritrane = (0147 m01/1_7317 )
Mritrane = 0.085 M

Bu hesaplama sonucunda titrant olarak kullanilan KOH ayarlanmistir ve
derisimi 0.085 M olarak belirlenmistir.

Elektrot kalibrasyonunun 2. basamaginda, titrant kuvvetli bir asitle
ayarlanmistir. Bu basamakta MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda 0.03 N HCl ile 0.1 M
KOH titre edilmistir. Eklenen her 100 pL titrant hacmine karsilik gelen potansiyel

degerleri kaydedilmistir. Bu degerler, kuvvetli asit-kuvvetli baz titrasyonu igin



kullanilan Gran esitliginde yerine konulmus ve her bir nokta icin ¢ degerleri
hesaplanmistir.
¢ = 10°" (Vanauic + Vritrane)
¢ = 10E/5916 (Vanaiie + Vrierane)

Hesaplanan ¢ degerleri eklenen titrant hacmine karsilik grafige gegirilmistir.

600000
400000
<
200000
0
0 1 2 3 4 5 6
Titrant hacmi (mL)

Sekil 3. Kuvvetli asit ile elektrot kalibrasyonunda MeOH:su (50:50, h/h)

ortaminda titrant hacmi ile ¢ degeri degisimini gosteren sekil

Degisimi gosteren Sekil 3 grafiginin dogrusal oldugu aralik bulunmustur (Sekil

4).
200000 -
150000 -
y =-355014x + 545005
< 100000 - R?=0,9999
50000 -
0 T T T T T 1
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Sekil 4. Kuvvetli asit ile elektrot kalibrasyonunda MeOH:su (50:50, h/h)

ortaminda titrant hacmi ile ¢ degeri degisimini gosteren egrinin dogrusal kismi



Bu grafigin dogru denklemi hesaplanmis ve kesim/egim orani 1.536 olarak
bulunmustur ve bu deger V,; degerine egittir.

Kesim 545005

= = 1.
Egim 355014 536

Zayf asit ile kalibrasyon islemi sonucunda bulunan titrant molaritesi (0.085

M KOH) Vs ile carpilip HCl'ye ait mol sayisi elde edilmis, buradan da asidin ilk

hacmine bélintp HCI'nin gergek molaritesi hesaplanmistir.

MI(OHVes = MyciVasic
(0.085 M)(1.536 mL) = My (50 mL)
Myc = 0.0026 M

Ortamdaki her 100 plL titrant eklenmesiyle degisen hidrojen iyonu derigimi

[H*] hesaplanan gercek asit ve baz derisimleri ile belirlenmistir.

[H*] = (Myci Vic) — (Mgon Vkon)

VToplam

Elde ettigimiz [H*] degerleriyle her titrant eklenisindeki ortam pH’i
hesaplanmistir.
pH = —log [H"]
Hesaplamalar sonucunda bulunan pH degerleri kuvvetli asit ile kalibrasyon
sirasinda elde edilen potansiyel (mV) degerleri ile grafige gecirilmis ve dogru

denklemi hesaplanmistir (Sekil 5).



300 ~

s 250 -
£ 200 -
2 150 -
G y =-59,735x + 393,42
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§ 100 - R? = 0,9998
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pH

Sekil 5. Hesaplanan pH degerlerinin karsilik geldigi potansiyel degerlerinin iligkisini

gosteren sekil

Sekil 5'teki grafigin dogru denkleminin egim ve kesim degerleri sirasiyla
59.735 ve 393.42 olarak belirlenmistir. Bu degerler, etkin maddelerin pK, analizinde
her 100 pL titrant eklenmesiyle Olglilen potansiyellerinin pH degerlerinin
hesaplanmasinda katsayi olarak kullaniimistir.

_ (—E +393.42)
B 59.735

pH

Bu hesaplama sonucu, olclilen her potansiyel degerine karsilik gelen pH
degeri hesaplanmistir. Hesaplanan bu pH degerleri ile zayif asit-kuvvetli baz
titrasyonlarinda kullanilan Gran esitligi kullanilarak ¢ degerleri belirlenmistir.

$ = V,10PH

Bu ¢ degerleri eklenen titrant hacmine karsilik grafige gecirilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Titrant hacmi ile ¢ degerinin degisimini gosteren egri

Sekil 6’daki grafigin dogrusal olmaya basladigi kisim ayrilmistir ve dogru

denklemi hesaplanmistir (Sekil 7).
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1,00E-06 -
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Sekil 7. Titrant hacmi ile ¢ degerinin degisimini gosteren egrinin dogrusal kismi

¢ ile potansiyel arasindaki iliskinin dogrusal oldugu aralik, titrasyonun
dénidm araligi olarak belirlenmistir. Bu araliga ait dogru denkleminin egimi —Ka
degerini ifade etmistir. Buradan Ka degeri hesaplanmistir.
pK, = —logK,
pK, = —log(91077)
pK, = 6.05



Dogru denkleminden hesaplanan K, degerinin logaritmasi alinmis ve pKs
degeri belirlenmistir. Bunun sonucunda, MeOH:su (50:50, h/h) ortaminda Gran
yontemi ile yapilan analizde KAB’e ait pKa degeri 6.05 olarak belirlenmistir.

Gran yontemiyle yapilan bu hesaplama, KAB’In MeOH:su (50:50, h/h)
ortamindaki pKa analizine aittir. Bu hesaplamalarin aynisi KAB i¢in MeOH:su (40:60,

h/h) ve TAD igin MeOH:su (60:40, h/h) ortaminda da tekrarlanmistir.



Ek 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS) = % x 100

SS: Standart Sapma
X : Aritmetik ortalama
Standart Hata Hesaplanmasi

Standart Hata (SH) =

w
S || DN

SS: Standart sapma

n: Olglim sayisi



Ek 3. Mann-Whitney U testi

Parametrik  olmayan iki bagimsiz  gruba iliskin  ortalamalarin
karsilastirilmasinda kullanilir.

Mann-Whitney U testinde, her iki gruptaki gézlem sayilari 20 ya da daha az
oldugunda test islemLeri:

Ho: iki dagilim arasinda fark yoktur.

Hi: iki dagilim arasinda fark vardir.

ny(ny + 1)
——— R

U, =mn, —U;

U1 =nn, +

ile verilir. Burada;
n1= Birinci gruptaki gdzlem sayisi
n= ikinci gruptaki gézlem sayisi

R1= Birinci gruptaki degerlerin sira numarali toplami

istatistiksel karar icin; Ui ve U, degerinden biiyiik olani secilen a yaniima
diizeyindeki n1ve nzserbestlik dereceli Urapio istatistigi ile karsilastirilir. Unesap > UTablo

ise Ho hipotezi kabul edilir, Utablo > Unesap ise Ho hipotezi reddedilir.



Ek 4. Kruskal Wallis Varyans Testi

Parametrik olmayan, bir degisken yoniinden ikiden fazla bagimsiz grup

arasindaki farkin anlamli olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilir.

Test istatistiginin hesaplanmasi:
k
w=—2 STt
T na(n+1) —h (n+1)
J=

T;: j. Gruptaki degerlerin sira numaralari toplami (her bir grup igin)
nj :j. Gruptaki denek sayisi (her bir grup igin)
k: Grup sayisi

n: Toplam denek sayisi

Ho : iki ydntemle elde edilen sonuclar arasinda farklilik yoktur.

Hesaplanan KW degeri, a yanilma dizeyindeki tablo degeri (KWr) ile

kiyaslanir.

Karar: KWt> KW ise Ho hipotezi kabul edilir.

KW+ < KW ise Ho hipotezi reddedilir.



EK 5. iyonik Siddet

Bir elektrolitte, iyonlar arasindaki ortalama elektrostatik etkilesimleri
tanimlayan esitliktir. lyonik siddet, ¢ézelti icindeki her bir iyonun yiikiiniin karesiyle,

iyonun molaritesi ¢arpilarak elde edilen terimlerin toplaminin yarisina esittir.

== ([41zs* + [B]Zp* +[C1Z¢* + )

N =

[A], [B], [C],... : A,B,C,... tUrlerinin molar derisimlerini gdstermektedir.

Zn, Zs, Z,... : A,B,C,... tlrlerinin yuklerini gostermektedir.
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