T.C.
BITLIS EREN UNIVERSITESI ve VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI YUKSEK LISANS TEZI

ALERJIK RINIT TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARIN iYONLASMA
SABITLERININ SIVI KROMATOGRAFIK YONTEMI ILE TAYINI

Yasemin TEKIN KOCABAY

TEMMUZ 2019



KIMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi

ALERJIK RINIT TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARIN iYONLASMA
SABITLERININ SIVI KROMATOGRAFIK YONTEMI ILE TAYINI

Hazirlayan

Yasemin TEKIN KOCABAY

Danigsman

Dr. Ogr. Uyesi Dilara BASAT DERELI

Jiiri Uyeleri
Prof. Dr. Halit DEMIR
Dr. Ogr. Uyesi Dilara BASAT DERELI
Dr. Ogr. Uyesi Engin Yilmaz

TEMMUZ 2019



ONAY

Yasemin TEKIN KOCABAY weafindan hazrlonan “Alerjik Rimit Tedavisinde
Kullanilas Bazi [lachans lyonlngms Sabitlerinin $ivi Krematografik Yontemi fv Tayinl
“ adli ez calsgmuest 24072019 tarhinde yapddan sinnvia ags@idaki jin  tarafindan
oybirligifoygoklugu (e Bitlis Eren Oniverstess Fen Bilimieri Enstiisd Kinoa Anabilim
Dali'nds YOKSEK LISANS TEZI clarsk kabul edilmagtir,

Jeri Uyeleri imza

v/ |
Prof. Dr. Halit DEMIR Cﬂmumuug:_/

(Bagkan)

Dr. Ogr. Oyesi Dilaen BASAT DERELL

{Duugman)

D, Ofr. Cyesi Engin YILMAZ _:-4,5,&
(Uye

Ba tezin kabuld, Fen Bilimderi Enstitlish Yoeetion Kurulu'non 240 A Gdigln ve 400,53 saply
haran ile onaylanmegtir,

SpcipA-

Dog.Dr. Fatih Ahmes CELIK
Enstail Mudar V.



BITLIS EREN UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI
ETIK BEYANI

Bitlis Eren Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim Kilavuzuna gore hazirlamg
oldugum * Alerjik Rinit Tedavisinde Kullanilan Baz: flaclarm iyonlasma Sabitlerinin Sivi
Kromatografik Yéntemi ile Tayini™ adli tezimin 6zgiin bir ¢alisma oldugunu, tez hazirlanirken
tiim agamalarda bilimsel etik ilkelerine uygun davrandigimu. tez kapsaminda sunulan tiim verileri
bilimsel etik ilkelerine uygun elde ettigimi, tezde faydalandigim tiim eserlere auf yaptgimi ve

kaynaklar kisminda bu eserleri gosterdigimi beyan ederim.

17/07/2019 Yasemin TEKIN KOCABAY



OZET

ALERJIK RINIT TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARIN iYONLASMA
SABITLERININ SIVI KROMATOGRAFIK YONTEMI iLE TAYINI

Yasemin TEKIN KOCABAY

Yiiksek Lisans Tezi

Bitlis Eren Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Dilara BASAT DERELI
Temmuz 2019, 62 sayfa

Glinlimiizde en sik goriilen sorunlarin basinda alerji ve neden oldugu hastaliklar
gelmektedir. Alerjik rinit de bir alerji ¢esidi olup normalde zararsiz olan maddelere karsi
bagisiklik sisteminin farkli ve asir1 tepki gostermesi olarak tanimlanir. Cocuklarda; dikkat
eksikligi, sinav basarisizligi, konsantrasyon eksikligi ve 6zglivende azalmaya sebep olabilir.
Yetiskinlerde ise depresyon, anksiyete, is liretkenliginde azalma ve bunlarin neticesinde yasam
kalitesinde diisme goriilebilir. Alerjik rinitin tedavisinde oncelikle alerjenlerden kaginma ve ilag
tedavisi kullanilir. ilag olarak daha ¢ok alerjenin etkisini azaltan antihistaminikler kullamlir. Bu
sebeple son yillarda bu ilaglarin ¢oziiniirliik, biyolojik aktivite, absorpsiyon, lipofilik etkileri ve
iyonlagma sabitleri gibi fizikokimyasal parametreleri, yan etkileri ve ilag etkilesimleri daha
kapsamli arastirilmaktadir. Iyonlasma sabiti (pKa) bir molekiiliin iyonlasmis ve iyonlasmamis
formlarinm birbirine esit oldugu pH degeridir. pKa degeri ilag absorbsiyonunu etkiler. Ilaglarin
¢ogu suda az ¢oziinen molekiiller oldugu i¢in iyonlagma sabitlerinin tayinlerinde su-organik
¢oOziicii ikili karisimlart kullanilir. Bu tez ¢alismasinda antihistaminik ilaglardan Loratadin ve
Desloratadin’in su-asetonitril ¢oziicii karigiminda iyonlagsma sabiti degerleri HPLC ydntemiyle
tayin edilmistir. Non lineer regresyon programi (NLREG) kullanilarak elde edilen pKa
degerlerinden Mol kesri-pKa yontemi ve Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemiyle sudaki
pKa degerlerine gecilmistir. Elde edilen verilerin bilgisayar programi ile hesaplanan verilerle
uyum igerisinde oldugu gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Iyonlasma sabiti, Stvi Kromatografik Y6ntem, Alerjik Rinit



ABSTRACT

DETERMINATION OF IONIZATION CONSTANTS OF SOME DRUGS USED IN THE
TREATMENT OF ALLERGIC RHINITIS BY LIQUID CHROMATOGRAPHY

Yasemin TEKIN KOCABAY

Master Thesis

Bitlis Eren University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Dilara BASAT DERELI
July 2019, 62 pages

Allergies and diseases are the most common problems these days. Allergic rhinitis is also
a type of allergy and is characterized by different and overreaction of the immune system against
normally harmless substances. In children; attention deficit, exam failure, lack of concentration
and self-confidence may lead to a decrease. In adults, depression, anxiety, and decrease in work
productivity may result in a decrease in quality of life. In the treatment of allergic rhinitis,
primarily allergens and drug treatment are used. Antihistamines are used to reduce the effect of
allergens. Therefore, physicochemical parameters, side effects and drug interactions such as
solubility, biological activity, absorption, lipophilic effects and ionization constants of these
drugs have been investigated in recent years. The ionization constant (pKa) is the pH at which
the ionized and non-ionized forms of a molecule are equal to each other. pKa value affects the
drug absorption. Because most of the drugs are insoluble in water, water-organic solvent binary
mixtures are used in the determination of ionization constants. In this thesis, ionisation constant
values of loratadine and desloratadine in water-acetonitrile solvent mixture of antihistaminic
drugs were determined by HPLC method. The pKa values obtained by using nonlinear regression
program (NLREG) were changed to pKa values in water by means of Mole fraction-pKas method
and Yasuda-Shedlovsky extrapolation method. It was observed that the data obtained were in
harmony with the data calculated by the computer program.

Keywords: lonization constant, Liquid Chromatography Method, Allergic Rhinitis
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1. GIRIS

Cagin giderek yayginlasan hastaliklarindan biri alerjik rinittir. Alerjik rinit genel bir halk
saglig1 problemi olup tedavi kontrol altina alinmadigi durumlarda hayat kalitesini azaltmaktadir.
Bu nedenle alerjik rinitin erken donemde tanisinin konulmasi ve tedavisinin uygulanmasi 6nem
tagimaktadir. Alerjik rinitin tedavisinde bulgular tetikleyen alerjenlerden kagimma ve ilag
tedavisi esastir. flag tedavisi olarak en sik kullanilan madde antihistaminiklerdir. Antihistaminik
ilaglarin sik kullanimlarindan dolay1 lipofilik etkileri, ¢Oziiniirliikleri, iyonlagsma sabitleri gibi
fizikokimyasal parametreleri, yan etkileri ve ilag etkilesimleri son yillarda daha dikkatli
incelenmeye baglanmistir.

Iyonlagsma sabiti (pKa), bir molekiilin iyonlasma davranmisini belirleyen temel
parametredir. Ilaclarin iyonlasma sabitlerinin belirlenmesi ile biyolojik sivilardaki ¢dziiniirliik,
lipofilisite, asitlik, transfer davranisi, reseptorlere baglanma ve gecirgenlik gibi 6zellikleri
hakkinda kritik bilgiler elde edilebilir. Ayrica ilag formiilasyonlarinin tayinlerinde ve ilaglarin
analizlerinde metot gelistirme islemlerinde bu degerin bilinmesi gerekir. Ilaglarin iyonlasma
sabitlerinin sudaki tayinleri, bilesigin sudaki ¢dziiniirliigiiniin az olmas1 durumunda su-organik
¢oziicli ikili karigimlarinin kullanilmasini zorunlu kilar. Bu ikili karisimlar kullanilarak organik
¢oziiciiniin yeterli ¢ozme giiciinden yararlanilabilmektedir.

Su-organik ¢oziicii karisimlarinda yapilan iyonlagsma sabiti tayinlerinde klasik yontemler
olan potansiyometrik titrasyon ve spektrofotometri yontemleri kullanilir. Ancak giiniimiizde
yiiksek basinglt sivi kromotografik (HPLC) yontemi ve kapiler elektroforez yontemleri tercih
edilmektedir. Bu yontemlerde su-organik ¢oziicii ikili karisimi kullanildiginda ekstrapolasyon
yontemleriyle ilacin su-organik c¢oziicii ikili karisimlarindan elde edilen iyonlagma sabiti
degerlerinden sudaki iyonlagma sabiti degerine ulasilir.

Bu tez caligmasinda antihistaminik ilaglardan piperidin grubu olan Loratadin ve
Desloratadin’in sudaki ¢oziiniirliikleri az olmasi nedeniyle 4 farkli su-asetonitril yilizdeleri igin
iyonlagsma sabiti degerleri HPLC yontemiyle tayin edilmistir. pKa degerleri hesaplanirken sivi
kromatografik verilerden iyonlasma sabiti hesaplamay1 saglayan non lineer regresyon programi
(NLREG) kullanilmistir. Bu farkli 4 ortamdan elde edilen iyonlagma sabiti degerlerinden sudaki
iyonlagsma sabiti degerleri Mol kesri-pKa yontemi ve Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon
yontemiyle belirlenmistir. HPLC ile iyonlagma sabiti degerleri tayininde pH nin kapasite faktorti
lizerinde etkisi incelenmistir. Iyonlasma sabitlerinin s1vi kromatografik yontemle tayininden elde

edilen veriler bu ila¢ aktif bilesiklerle ¢alisan AR-GE calisanlarina kaynak bilgi olusturacaktir.



1.1.  Antihistaminik Tlaclar

Ilk olarak 1937°de Avrupa’da kullanilmaya baslanan ve 1945°den sonra yaygin bir
sekilde veterinerlikte ve tipta dzellikle alerjik rinit tedavisinde kullanilmaktadir. (Borgek, 2010;
Kiremitci, 2004; Simons, 2003; Braun-Falco, Plewig, Wolff ve Burgdorf, 2000). Rinit burun
iltihabi, alerjik rinit ise iltihabin alerji kaynakli olmasidir. Alerjik rinit; hapsirma, burun akintisi
ve burun tikaniklig1 ile karakterizedir. Siklikla g6z, burun ve damak kasintisi eslik eder.
Ulkemizde goriilme sikligi cocuklarda %2-37, eriskinlerde %8-30 arasinda degismektedir
(Anonim, 2015). Yayginligi astima oranla daha fazladir ve diinya c¢apinda da giderek artis
gostermektedir. Alerjik rinit genel bir halk sagligi problemi olup, semptomlarin kontrol altina
alimamamasi1 durumunda ¢ocuklarda otit ve siniizit, yetiskinlerde horlama gibi hastaliklara zemin
hazirlamaktadir. Hayati tehdit eden bir hastalik degildir ancak hayat kalitesini azaltmaktadir. Bu
nedenle alerjik rinitin erken donemde tanisinin konulmasi ve tedavisinin uygulanmasi 6nem
tasimaktadir (Bousquet, Van Cauwenberge ve Khaltaev, 2001).

Alerjik rinitin tedavisinde bulgular1 tetikleyen alerjenlerden kaginma ve ilag tedavisi
esastir. ilag tedavisi olarak en sik kullanilan madde antihistaminiklerdir. Bu ilaglar alerjik
reaksiyonlarda rol oynayan histamini azaltmaya yoneliktir. Histamin, viicuttaki dokularda
meydana gelen kisinin alerjik oldugu madde ile karsilastiginda veya iltihap durumlarinda ortaya
¢ikan 6nemli bir kimyasal ajandir. (Borgek, 2010; Kiremitgi, 2004; Simons, 2003; Braun-Falco
ve digerleri, 2000). Sekil 1.1°de goriildiigii gibi histidin adindaki aminoasitin dekarboksilasyonu
sonucu histamin (B-imidazol etilamin) olusur (Kontas, 2012; Kaleli, 2010; Ulker, 1991; Hill,
1990). Antihistaminikler ise histamin etkisiyle viicutta ortaya ¢ikan etkileri inhibe eden ya da

tamamen ortadan kaldirmak i¢in disaridan verilen ilaglardir.

N NH,
Histidin Histamin

Sekil 1.1. Histidinden Histamin Olugsumunu Gosteren Reaksiyon



Antihistaminik ilaglarin bu yaygin kullanimlarindan dolay: etkileri, yan etkileri ve ilag

etkilesimleri son yillarda daha dikkatli incelenmeye baslanmaistir.

1.2. Antihistaminiklerin Siniflandirilmasi

Kimyasal yapilarina gore antihistaminikler Cizelge 1.1°den goriildiigi iizere alt1 gruba

ayrilmaktadir (Bérgek, 2010; Kiremitgi, 2004; Simons, 2003; Ozliioglu, Saydam ve Kizilay,

1994).

Cizelge 1. 1. Antihistaminiklerin Kimyasal Yapilarina Gére Siniflandiriimasi

Ethanolaminler | Etilendiaminler Alkilaminler Piperidinler Fenotiazinler Piperazinler
Diphenhidramin | Tripelenamin Bromfeniramin Siproheptadin Prometazin Hidroksizin
Klemastin Prilamin Dimetibden Mizolastin Trimeprazin Trankilizan
Bromazin Methapirilen Feniramin Loratadin Methdilazin Buklizin
Klorfenoksamin | Antazolin Triprolidin Terfenadin Meklizin
Dimenhidrinat Klorfeniramin Feksofenadin Setirizin
Doksilamin Tripalidin Ebastin Siklizin
Akrivastin Astemizol Oksatomid

Desloratadin

Antihistaminikler iiretim-gelisim siireclerine gore de Cizelge 1.2°de gorildiigii iizere

birinci, ikinci, ti¢lincii kusak olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Kontas, 2012; Kiremitgi, 2004;

Handley, Magnetti ve Higgins, 1998).




Cizelge 1. 2. Antistaminikler Uretim-Gelisim Siireglerine Gore Smiflandirilmasi

Birinci Kusak Ikinci Kusak Uciincii Kusak
Dimetindenmaleat Akrivastin Fexofenadin
Klorfeniraminmaleat Setirizin Norastemizol
Klemastin Loratadin Levosetrizin
Klorfenoksaminhidrokloriir Fexofenadin Desloratadin

Siproheptadinhidrokloriir
Difenhidraminhidrokloriir
Hidroksizinpamoat / hidrokloriir
Feniraminmaleat
Karbinoksaminmaleat
Mebhidrolinnapodisikat
Triprolidinhidrokloriir

Lipofilik yapidaki birinci kusak antihistaminikler yeni kusak antihistaminiklerin aksine,
kan-beyin bariyerini kolayca geger ve belirgin derecede sedatif ve antikolinerjik yan etkiler
olustururlar (Kontas, 2012; Kiremit¢i, 2004). Diger ilaglarla olan etkilesimleri &zellikle
onemlidir. Santral sinir sistemini deprese eden bazi maddelerin etkilerini arttirirlar (Kontas,
2012; Ozliioglu ve digerleri, 1994; Kayaalp, 1986).

Yan etkilerini, ilag etkilesimlerini ve antikolinerjik etkilerini azaltarak farmakolojik
etkilerini korumak ve giiclendirmek amaciyla yeni grup antihistaminikler gelistirilmistir (Kontas,
2012; Ozliioglu ve digerleri, 1994; Krause, 1992). interaksiyona girdikleri ilag¢ sayist olduk¢a
azdir. Yarilanma siireleri degiskenlik gosterebilmektedir. Ancak genellikle etki siireleri uzundur
(Kontas, 2012; Ozliioglu ve digerleri, 1994; Kaliner, 1992).

Uciincii  kusak antihistaminikler ise lipofobik yapiya sahiptirler. Ikinci kusak
antihistaminik ilaglarin aktif metabolitlerinden meydana gelirler. Bu grupta yer alan
antihistaminikler, ikinci kusak antihistaminikler gibi kan-beyin bariyerini gecemezler. Sedatif
etki gostermezler (Kontas, 2012; Kiremitgi, 2004).

Bu calismada antihistaminik ilaglardan piperidin grubu olan Loratadin ve Desloratadin

secilmistir. Loratadin 2.kusak, desloratadin ise 3.kusak antihistaminiklerdendir.

1.3. Loratadin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

1973 yilinda Schering Plough tarafindan 1. kusak antihistaminik olan N-metilazetedin’in

etilkloroformat ile tepkimesinden elde edilen bilesige klor baglanmasi ile loratadin elde

4



edilmistir (Li, Johnson, Sliskovic ve Roth, 2004). Loratadin beyaz ve beyazimsi toz halinde
bulunur. Aseton, alkol ve kloroformda cok iyi ¢Ozlinmesine ragmen, suda ¢oziinmez. Bu

bilesigin kimyasal yapisi sekil 1.2°de verilmistir.

1.4. Desloratadin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Biyoyararlanim1 gidalardan etkilenmez. Etki siiresi 24 saattir. Sedasyon yapmaz.
Psikomotor ve bilissel fonksiyonlarda bozukluga yol agmaz. Alkoliin psikomotor faaliyetleri
bozucu etkisini arttirmaz. Antikolinerjik etki olusturmaz. Kilo alimma yol agmaz (Prashant ve
Gautam, 2006). Sekil 1.2°de goriildiigii gibi desloratadin, loratadinden sentezlenmektedir.
Desloratin beyaz toz halinde bulunur. Etanol ve propilen glikolde ¢ok iyi ¢dziinmesine ragmen,

suda ¢ozilinmez.

Cl N — -
_ \
N N
ﬁ
i N
0”0 ™
Loratadin Desloratadin

Sekil 1. 2. Loratadinden Desloratadinin Olusum Reaksiyonu

1.5.  pH ve pKa iliskisi

Asitler ve bazlar sulu ortamda, yapisina bagli olarak farkli oranlarda ¢oziiniirler. Asitler
ve bazlarin ¢oziinmelerini etkileyen parametrelerden birisi de i¢inde bulunduklari ortamin
pH’sidir. pH, ¢6zeltide kag tane serbest H* iyonu oldugunu verir yani bir ¢ozeltinin asitlik veya
bazlik derecesini tarif eden 6l¢ii birimidir. pKa ise asit molekiiliiniin ne kadar gii¢lii oldugunun
Olctimiidiir. Eger ortam asidik ise bazik ilaglar katyonik durumda olmaya daha yatkindir. Eger
ortam bazikse o zaman ilaglarin ¢ogu anyonik durumda olmaya yatkindir. Her iki durumda da
ilaclar iyonlasmis durumdadir. Zayif asit ve zayif baz 6zelliginde olan ilaglarin lipit 6zellikli
zarlardan gegisleri, ne kadar iyonlasabildiklerine baghdir. Iyonlasmamis durumda olanlar, lipit

Ozellikli zarlardan kolaylikla gegerler. Boylece olusan konsantrasyonun biyolojik etki iizerinde



rolii biliyliktiir. Zayif asit ve zayif baz 6zelliginde olan ilaglarin bagil konsantrasyonlari, ilacin
pKa’s1 ve ortamin pH’sina gore degisir (Noyanalpan, 1978).

Belirli pH’da bir ilacin iyonlasmis ya da iyonlasmamus sekillerinin bagil konsantrasyonu
Henderson-Hasselbach esitligi ile hesaplanabilir. Zayif asitler i¢in 1 nolu esitlikten, zayif bazlar

icin 2 nolu esitlikten yararlanilir.

pH=pKa + log([A]/[HA]) D

[A’]: Konjuge bazin konsantrasyonu

[HA]: Zayif asitin konsantrasyonu

pOH= pK} + log([HB*)/[B]) ya da PH = pKa+ log([B]}/[HB]) 2

[HB*]: Konjuge baz konsantrasyonu

[B]: Zayif baz konsantrasyonu

Bu esitliklere gore zayif asit igeren bir ¢ozeltinin pH’s1 ylikseldikce asitin iyonlasmis
seklinin konsantrasyonu, bazin iyonlasmamis seklinin konsantrasyonu yiikselir.

Henderson-Hassebach esitligi ile zayif zayif asit molekiiliiniin iyonlagsma yiizdesi de
hesaplanabilir. Zayif asitlerin ylizde iyonlagmalar1 esitlik 3, zayif bazlarn ise esitlik 4 ile

hesaplanabilir.

%I= 100 / (1+antilog (pKa-pH ) 3)

I: flacin iyonlagmis seklinin konsantrasyonudur.

%I= 100 / (1+ antilog (pH-pKa ) 4)

Esitlik 3 ve 4’ten bir ilacin pKa degeri ve ortamin pH’s1 bilindigi siirece asit ve baz
ozellikteki ilacin % iyonlagmasi hesaplanabilir.

Asitler diisiik pH degerinde, bazlar ise yliksek pH degerinde iyonlasmanin artmasindan
dolay1 giiclii biyolojik etki gosterirler. Ilag molekiilleri genellikle hiicre zarlarini molekiiler yani
iyonlasmamis durumda gecerler, fakat hiicre i¢inde iyonlasmis sekilde etki gosterirler. Zayif

asitler, diisiik pH’da iyonlasmamis halde bulunduklar1 i¢in hiicre zarmi kolaylikla gecerler ve
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yiiksek etki gosterirler. Zayif bazlar ise diisiik pH degerlerinde ¢cogunlukla katyonik durumda
bulunurlar. Boylece hiicre zarini1 gegemez ve biyolojik etkileri diisiiktiir (Noyanalpan, 1978).

1.6. pKa’y1 Etkileyen Parametreler

Evrensel bir sabit olarak adlandirilmasina ragmen, iyonlasma sabiti (pKa) aslinda tam
olarak sabit degildir; sicakliga (T), iyonik siddete (I) ve ¢oziicii dielektrik sabitine (€) baglidir.
pKa degerlerinin sicaklik ile olan iliskisi 5 nolu esitlik olan Van’t Hoff esitligi ile

iliskilendirilir.

d In Ka/dT = AH/RT? (5)

AH: Ayrigma entalpi degisimi
R: Gaz sabitidir.

AH degeri genellikle negatiftir. AH’nin sicakliktan bagimsiz oldugu durumda, pKa
degerini 1/T’ye gore cizmek dogrusal bir grafik verir. Bu degerlerden ekstrapolasyon yapilarak
diger sicakliklardaki pKa degerleri bulunabilir (Monzyk ve Crumbliss, 1980; Poth-Brink ve
Crumbliss, 1982).

Deneysel verilerin ekstrapolasyonu elbette tavsiye edilmeyen bir durumdur. Bunun igin

AH asagidaki esitlik 6’daki gibi yeniden diizenlenebilir.

AH = AG +TAS (6)

AG: Gibbs serbest enerji degisimi
AS: Entropi degisimi

Belirtilen dogrusal iliski sadece AH >> TAS ise gegerlidir. Ustelik baz1 durumlarda AS,
pKa’nin 1 / T’ye dogrusal olmayan bagimlilig1 ile sonuglanan sicaklifa da baghdir. pKa’nin

sicaklik ile olan iligkisi Sekil 1.3’te goriilebilir.
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Sekil 1. 3. Farkli pka Degerleri ile Sicakligin Degisimi (Everaerts, Beckers ve Verheggen, 1976).

Olgiilen pKa degerleri ayrica calisilan ¢dzeltinin iyonik siddetine de baghdir. Iyonik
siddet, ilgili iyonik tiirlin ylikiiniin karesi ile konsantrasyonunun carpimlarinin toplami olarak

esitlik 7°deki gibi tanimlanir:
1=1/,%2%.c @)

z: Iyonik tiiriin yiikii

¢: Iyonik tiiriin konstantrasyonu

pH skalasmin agir1 degerlerinde, H" veya OH" katkis1 da dahil edilmelidir. Cozeltideki
farkli iyonik tiirlerin aktivite katsayilar1 (y) iyonik siddete kuvvetle baghdir (Debye-Hiickel
teorisi).

pKa aktivite katsayilarina da bagli oldugundan, iyonik siddet 6zellikle yiiksek iyonik
yiiklii (z) tiirlerde pKa’y1 etkileyecektir. Bu bagimliligin bu 6rnegi, Sekil 1.4° te gosterilmistir.
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Sekil 1. 4. 18 °C’de Sudaki Asetik Asitin pKa’s1 ile Iyonik Siddetinin Degisimi (Cohn, Heyroth
ve Menkin, 1928)

Asit-baz dengesi ¢ozelti iginde gergeklestiginden, ¢oziici bilesimi pKa degerlerini de
etkileyebilir (Sekil 1.5). Organik ¢6ziizii ve su karisimlarinin pH’siin 6lgiilmesi kolay degildir.
Bir asitin ayrigsma reaksiyonuyla ilgili olarak, ii¢ termodinamik adim géz 6niinde bulundurulur:
(1) asidin ¢oziiciden gaz fazina ¢oziinmesi, (2) asidin iyonlara ayrismasi ve (3) iyonlarin
coziiciiye gectigi ¢ozelti asamasi. Ik ve son asamada, ¢oziicii katilmaktadir. Coziiciiniin etkisi
goz Oniine alindiginda, asidin ¢oziilme enerjileri ve ayrismis asit arasindaki fark, son pKa
degerlerini etkiler. Dolayisiyla bir c¢oziiciiniin pH aralifi baska bir ¢oziicliniinkinden farkl

olabilir (Reijenga, Hoof, Loon, Teunissen, 2013).
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Sekil 1. 5. Benzoik asit pKa’sinin farkli ¢oziicii bilesimindeki degisimi (25 °C’deki sudaki
metanol ve 1 = 0.02 M) (Sarmini ve Kenndler, 1998)



pKa 6l¢iimleri yapilirken, anlamli bir sonug elde etmek igin belirtilen tiim parametrelerin
sabit tutulmasi gerektigi vurgulanmalidir. pH 6l¢limlerinde de boyle oldugu genellikle goz ardi
edilmektedir. Kullanimdan 6nce, pH metre ayni sicaklik, iyonik siddet ve ¢oziicii kosullarinda
kalibre edilmelidir. Literatiirde pKa degerlerinin raporlanmasi ayrica sicaklik, iyonik siddet ve
coziicii gibi kesin kosullarin belirtilmesini gerektirir. Bu detaylarin ihmal edilmesi durumunda
suda Olglimii, oda sicakliginda ve sonsuz seyreltmeye ekstrapolasyonlandigi varsayilamaz

(Reijenga ve digerleri, 2013).

1.7.  pKa Tayini i¢cin Kullamilan Yéntemler

Bir bilesigin iyonlagma sabitinin belirlenmesi i¢in, spektrofotometri (Rossotti ve Rossotti
, 1962; Wigler ve Wilson, 1966), potansiyometri (Benet ve Goyan, 1967; Albert ve Serjeant,
1971), iletkenlik (Krofli¢, Apelblat ve Bester-Rogag, 2012; Sixma ve Wynberg, 1964), proton
manyetik rezonans spektrometresi ( Albert ve Serjeant, 1971; Rabenstein ve Sayer, 1976),
¢ozinirlik (Zimmerman, 1982), kromatografik (Horvath, Melander ve Molnar, 1977),
voltametrik (Kim ve Chung, 2001), kalorimetrik (Tajc, Tolbert, Basavappa ve Miller, 2004),
elektroforetik (Fuguet, Rafols, Bosch ve Roses, 2009), florometrik (Rosenberg, Simons ve
Schulman 1979), polarimetrik (Katzin ve Gulyas, 1960), kinetik (Bunnett ve Nudelman, 1969),
bilgisayar destekli programlar (Tehan, Lloyd, Wong, Pitt ve Montana, 2002), gibi ¢esitli
deneysel yontemler mevcuttur. Her yontemin farkli avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. pKa

tayini i¢in kullanilan ¢esitli yontemlerin kronolojik siralamasi sekil 1.6’da verilmistir.

Potentiometry Solubility lectrophoresis ‘ olarometry ‘ | Fluorometry Computational
Spectrometry Conductometry ‘ HPLC Calororimetry
Voltammetry
and kinetic

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1980 2000

Sekil 1. 6. pKa Tayini I¢in Kullanilan Cesitli Yontemlerin Kronolojik Siralamasi (Reijenga ve
digerleri, 2013)

pKa belirleme yontemleri i¢inde Potansiyometrik titrasyonlar basitligi ve diisiik maliyeti
nedeniyle en sik kullanilan yontemlerden biridir. Potansiyometrik olarak titrasyon, asamali

olarak analit ¢ozeltisine hacmi bilinen bir reaktif eklenir. Potansiyeldeki degisim bir indikator
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digeri referans elektrot olan iki elektrot arasindaki reaksiyona dayanir. Bu elektrotlar gliniimiizde
entegre edilmis ve yaygin olarak kombine pH elektrotu olarak gecger. Eklenen hacme karsi
potansiyeli verir. pH’s1 bilinen standartlarin kullanilmasi durumunda bu potansiyel dogrudan
pKa’ya esit bir pH’a doniistiirtilebilir.

Geleneksel potansiyometrik titrasyonlar, yaklastk 10* M’la smirl bir konsantrasyona
sahiptir, ancak bu araligi genisletmek icin g¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bir baska
komplikasyon, suda ¢oziiniirliigii diisiik olan maddelerin pKa 6l¢timiidiir. Bu sorun su-organik
¢ozici ikili karistmi kullanilarak giderilebilir (Avdeef, Comer ve Thomson, 1993). Baska bir
yaklasim ayni1 dogruluk seviyesini veren ve ekstrapolasyondan kaynakli sikintilari dnleyen
stirfaktanlarin kullanilmasidir (= 0.2 pKa degeri) (Ravichandiran, Devajaran ve Masilamani,
2011). Potansiyometrik titrasyon, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler
elektroforez (CE) gibi ayirma yontemleriyle karsilastirildiginda nispeten biiylik miktarda
numune gerektirir (Reijenga ve digerleri, 2013).

1900°den once asitlikteki bir degisikligin dogal maddelerin renk degisikliklerine neden
olabilecegi zaten biliniyordu. Goriiniir bolgedeki spektrometri, asit/baz indikatorlerinin pKa
degerlerini 6l¢meyi miimkiin kildi ve bu, diger bilesenlerin pKa’larin1 dlgmek i¢cin UV 1s181nin
kullanimina firsat kildi. Spektrofotometrik yontemle pKa tayini i¢in gerekli olan sey molekiil
i¢indeki iyonlagsma bdlgesine yakin bir kromoforun varligidir. Ayrica, ilgili iyonik ve molekiiler
tiirlerin farkli spektrumlara sahip olmasi1 gerekir. Prensipte, her iki formun dalga boyunun ayni1
molar absorptiviteye sahip oldugu izobestik nokta diginda, pKa’nin belirlenmesi i¢in herhangi bir
dalga boyu kullanilabilir. Bununla birlikte en 1yi se¢im, molar absorpsiyonun miimkiin oldugu
kadar farkli oldugu bir dalga boyudur.

Yontem, iki farkli dalga boyunun absorpsiyonunu degisken bir pH’da 6lcerek daha da
gelistirildi. Bu iki dalga boyunda absorpsiyon orani, pH’a karsi ¢izilir. Bu sekilde, bir sigmoid
egrisi elde edilir ve pKa sigmoidal noktasindan normal olarak belirlenebilir. Bu yontem, bir
boyanin “ayrisma” sabiti ol¢tildigi 1925’te Holmes ve Snyder tarafindan tanitildi (Holmes ve
Snyder, 1925). Bu daha sonra Flexser ve arkadaslari tarafindan 1935’te farkli iyonizasyon
sabitleri belirleyerek daha da gelistirildi (Flexser, Hammet ve Dingwall, 1935). 1960’larda,
Wigler ve arkadaslari, diprotik bilesiklerin pKa degerlerini belirleyen ilk kisilerdi (Wigler, 1963,;
Wilson ve Wigler, 1966).

Bu noktaya kadar hesaplanan pKa degerleri, nétr ve iyonlastirilmig bilesigin absorpsiyon
katsayilar1 gibi deneysel verilerin dnceden bilinmesini gerektirir. Biitiin bir dalga boyu araligini
Olgerek, Allen ve arkadaslari, bu dnceki bilgi olmadan pKa degerlerini belirleyebildiler (Allen,
Box, Comer, Peake ve Tam, 1998). Ol¢iimler de ¢ok daha hizli yapilabilir. Bu yontem dnceki tek
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dalga boyu yontemleriyle (Takacs-Novak ve Tam, 2001), iyi bir uyum goéstermis ve daha sonra
Saurina ve arkadaslari tarafindan otomatiklestirilmistir (Saurina, Hernandez-Cassou, Tauler ve
Izquierdo-Ridorsa, 2000).

Proton manyetik rezonans yonteminin ultraviyole spektrumlari iyonlasma iizerine
degismeyen ve suda ¢oziinebilen maddeler i¢in faydali oldugu kanitlanmistir. Proton manyetik
rezonans yonteminin sinirlamalari kullanilmasi gereken tampon ¢dzeltiler ve en az bir protonun
iyonlagmamig tiirden iyonlasmig tiire gegerken goOstermesi gereken oOnemli bir kimyasal
kaymanin olmasi gerektigidir (Grunwald, Loewenstein ve Meiboom, 1957; Popov, Ronkkomaki
ve Lajunen, 2006). Bu ilk ii¢ yontemin tiimii ¢ok saf bir bilesik gerektirir.

Giintimiizde pKa tayini i¢in daha ¢ok kromatografi yontemi kullanilmaktadir ( Horvath ve
digerleri, 1977). Bu yontem az miktarda bilesikle ¢aligsabilmesi, suda az ¢Oziiniirliigiin bir
dezavantaj olmamasi ve numunelerin saf olmalarin gerekmemesi nedeniyle daha avantajlidir.

Kromatografik yontemlerden gaz kromatografisi, kagit kromatografisi, ince tabaka
kromatografisi ve yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi yontemler pKa tayininde
kullanilabilir. Gaz kromatografisi metodu bilesiklerin sulu c¢ozelti yerine buhar fazinda
olmasindan dolay1 kullanimi sinirlidir. (Vitenberg, Loffe, Dimitrova ve Strukova, 1976).

Tim siv1 kromatografi metotlar1 farkli pH degerlerindeki mobil fazlari icermektedir.
Ornegin, kagit kromatografisi yontemiyle de bu sekilde ¢alistiginda (Dykhovichnaya,
Bonderanko, Illarionova ve Rann, 1971; Padhye ve Kulkarni, 1973) ortaya ¢ikan iyonlagsma
sabitlerinin, geleneksel teknikler kullanilarak daha Once yaymnlanmis sonuglarla
karsilastirildiginda, iyi bir durum iginde olduklari bulunmustur. Maddelerin yag/su dagilim
katsayis1 iyonlagma sabiti ile ilgili oldugu i¢in iyonlasma sabitlerinin ince tabaka kromatografisi
ile de belirlenmesi miimkiindiir (Tyman-Szram, Musiol, Sajewicz ve Polanski, 2005).

Gilinimiizde yeni ilaglarin zayif ¢oziiniirlik 6zellikleri nedeniyle bu tiir ilaglarin pKa
degerlerini tahmin etmek icin yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) yontemi g¢ok
kullanilmaktadir. HPLC yontemi, basitligi ve c¢esitli izokratik HPLC sistemlerinin
kullanilabilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Ayrica minimum miktarda ila¢ maddesi
gereksinimi, yiiksek kalite ve kabul edilebilir verimliligi olmas1 bu yontemi farmasdtik endiistrisi
icinde tercih edilebilir bir yontem haline getirmistir. HPLC ydntemi temel olarak, analitin
iyonlagmis ve iyonlasmamis formlariin farkli tutunma davranisina dayanmaktadir. Alikonma
stiresi, mobil fazin pH degeri ile iligkili olarak belirlenir. pKa degeri, elde edilebilecek olan
sigmoidal egrisindeki doniim noktasidir ve kolayca elde edilebilir (Manderscheid ve Eichinger,
2003).
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pKa tayini i¢in kullanilan yontemlerin ¢ogu, yalnizca analitin degil ayn1 zamanda ¢esitli
diger bilesenlerin de bulundugu tamponlamis ¢ozeltileri de igerir. Analit ve bu diger bilesenler
arasinda iyonik veya bagka bir etkilesim olmadigindan emin olunmalidir.

Sekil 1.6’ dan da goriildiigii lizere yontemlerin tanitilmasi ve uygulanmasi farkli zaman
dilimlerini kapsamaktadir. Ciinkii analizi yapilacak maddenin 06zellikleri, miktari,
konsantrasyonu ve elde olan mevcut imkanlar géz oniinde bulunduruldugunda yontem se¢imi

oldukca 6nemli olmaktadir. Bu yontemlerin kiyaslanmasi Sekil 1.7’ den daha ayrintili olarak

gorilmektedir.

Amount/conc Restrictions pKa range Costs/time Precision T,land e
Potentiometry - + — ++ + +
Conductometry - ++ - + + _
Voltammetry - + + + + n
Calorimetry - + ++ + 4 n
NMR - - ++ — ++ _
Electrophoresis ++ + + ++ ++
HPLC + + - + +
Solubility - — + — + _
Spectrometry + + + + 4+ ++
Fluorimetry + - + + . +
Polarimetry + — + + + n
Kinetic — — - - n +
Computational ++ - ++ - _ _

Sekil 1. 7. pKa Tayini I¢in Kullanilan Cesitli Y&ntemlerin Kiyaslanmasi (Xie, Gulnik, Collins,
Gustchina, Suvorov ve Erickson, 1997; Barbosa, Barron, Jimenez-Lozano ve Sanz-Nebot, 2001;
Manchester, Walkup, Rivin ve You, 2010)

Karakterizasyon i¢in organik mikro-sentezde sadece kiiciik miktarlar mevcutsa,
yontemlerin ¢ogu kullanilamaz. Diger 6rnek kisitlamalari arasinda, 0rnegin, iist {liste binen
pKa’lar, ¢ok diisiik ¢ozlnirlik, bir kromofor eksikligi, vb. sayilabilir. pH Ol¢eginin ug
noktalarinda Ol¢iim yapmak bazen imkansizdir. Tiim bunlarin yaninda finansal faktorler de
dikkate alimmalidir. Ornegin yilda sadece birka¢ pKa degeri belirlemek amaciyla NMR cihazina
yatirim yapmak mali agidan zorlayici olabilir.

Elde edilen verilerin kesinligi konusunda, kabaca bir tahmin i¢in (£ 1 pK birimi) ihtiyag
duyulan tek sey bir yazilim paketidir (Xing, Glen, Clark, 2003; Babic, Horvat, Mutavdzic ve
Kastelan-Macan, 2007). Ancak deneyimli kimyagerler bunu ¢ogu zaman yapisal formiilden
tahmin edebilirler. Ek olarak, eger saf analit bir asit ve gii¢lii bir bazin bir tuzu olarak mevcutsa,
her ikisinin de bir 1:1 ¢ozeltisi, 4< pH< 10 araliginda pH'ya esit bir pKa'ya sahip olacaktir
(Reijenga ve digerleri, 2013).
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pKa degerini belirlemek i¢in bir¢ok deneysel yontemde pH’nin bir fonksiyonu olarak

belli bir parametre ol¢iiliir. Bu sonuclar Sekil 1.8 de goriildiigii gibi sigmoidal bir egri verir.

0.5

Parameter X

pH
Sekil 1. 8. pH'ya Kars1 Olgiilmiis Bir Miktarm Cizilmesiyle Olusturulan Sigmoidal Egrinin
Klasik Bir Ornegi (Reijenga ve digerleri, 2013)

Genel olarak, asidik bilesenler i¢cin X, yalnizca ayrismamis asit ¢ozeltisinin biiylik bir
kisminin 6zelliginden, sadece ayrigmis asidin mevcut oldugu duruma kadar degisir. Eger burada
X parametresi O ile 1 arasinda degisen ve ayrisma derecesi olan a olarak diisliniiliirse, sigmoidal
egrinin orta noktasinda o = 0.5 olacak, bu da pH'nin pKa'ya esit oldugu nokta olacaktir. Asitler

icin ayrigma derecesi a olarak esitlik 8’deki gibi tanimlanmaktadir.

a = [A-]/([HA] +[A-]) (8)
Anyonlar i¢in esitlik 1 ve 8 birlestirilirse, asagidaki Esitlik 9 elde edilir.

pH-pKa = log(a/(1- a)) (9)

Bununla birlikte, konsantre ¢ozeltiler veya pKa'nin pH 6lceginin u¢ noktalarina yakin
oldugu durumlar i¢in, hidrojen iyonunun tahmini ve gercek konsantrasyonu arasinda onemli
farkliliklar oldugu gosterilmistir (Po ve Senozan, 2001).

Henderson-Hasselbalch denklemi yalnizca sulu ¢ozeltilerdeki seyreltik asitler i¢in dogru

sonuglar verdiginden, asit kuvvetinin Ol¢iimii i¢in baska bir formiill Hammett tarafindan
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gelistirilmistir (Hammett, 1928). Hammett, ¢6zeltide bulunan tiirlerin konsantrasyonunu 6l¢mek
yerine, bir asidin giiclinii, hidrojen iyon aktivitesi (a) ile ¢ozelti i¢indeki ¢esitli tiirlerin aktivite
katsayilar1 (f) arasindaki iliski olarak tanimladi. Ancak, bu modeldeki parametrelerin dogru bir
sekilde belirlenmesiyle ilgili zorluktan dolayi, Henderson-Hasselbalch denklemi kadar yaygin
kullanilmamaktadir (Reijenga ve digerleri, 2013).

1.8. Kromatografinin Genel Betimi

Kromatografi, biitlin bilim dallarinda uygulama alanina sahip gili¢lii bir ayirma
yontemidir. Kromatografi yirminci ylizyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan
bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, ¢ok ince Ogiitiilmiis toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltilerini gegirerek
klorofil ve ksantofil gibi birgok bitki pigmentini ayirmada kullanmistir. Ayrilan maddeler
kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiigiinden, yontem igin kromotografi adini se¢mistir
(Yunancada chroma ‘“’renk’ ve graphein ‘’yazi’> anlamina gelmektedir). (Skoog, Holler ve
Crouch, 2013).

Kromatografi, kompleks karigimlarda bulunan birbirine yakin 6zellikteki bilesenleri
ayirmak, teshis etmek ve tayin etmek i¢in kullanilan birgok farkli ve 6nemli yontemler grubunu
kapsar; bu ayirmalarin ¢ogu baska yontemlerle miimkiin degildir. Biitiin kromatografik
ayirmalarda numune gaz, sivi veya bir siiperkritik akigskani halinde bir hareketli fazda ¢oziiliir.
Bu hareketli faz sonra, bir kolonda veya bir kat1 yiizeyde sabitlestirilmis kendisi ile karismayan
bir durgun faz ig¢inden ge¢meye zorlanir. Bu faz numune bilesenlerinin hareketli ve durgun
fazlarda farkli oranlarda dagilmasini saglayacak sekilde segilir. Durgun faz tarafindan kuvvetli
tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla cok yavas hareket ederler. Buna karsilik,
durgun faz tarafindan zayif tutulan bilesenler hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarmin farklilig
sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden nitel ve/veya nicel olarak analizlenebilen farkli bantlar

veya bolgeler seklinde ayrilirlar. (Skoog, Holler, ve Crouch, 2013).

1.8.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

[lk sivi kromatografi LC uygulamalari, capr 10-50mm olan cam kolonlarda
gergeklestirilmis olup bu kolonlar 50-500cm yiikseklikte kati taneciklerle doldurulmustu. Dolgu
tanecikleri, durgun fazi olusturan adsorplanmis bir s1v1 ile kaplanmisti. Uygun akis hizlar1 temin

etmek icin, kati destek fazi olusturan taneciklerin ¢api, genellikle 150-200 um aralifinda
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tutulmustu. Bu durumda bile, akis hizlart disiiktii ve analitin kolondaki ilerleme hiz1 dakikada
milimetrenin birka¢ ondalik kesri kadar oluyordu. Bu yiizden, ayirma siireleri ¢cok uzundu ve
¢ogu zaman bu islem saatlerce siiriiyordu. Bu klasik kromatografi islemlerini hizlandirmak i¢in
vakum veya basing uygulama girisimleri de pek yarali olmadi; ¢linkii akis hiz1 artinca, teorik
tabaka yiiksekligi, akis hizi-tabaka yiiksekligi egrisindeki minimum noktasinin Otesinde
yiikseklik artiglarina yol agiyor, sonugta ayirma verimi disiiyordu. (Skoog, Holler ve Crouch,
2013).

S1v1 kromatografinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari, dolguda kullanilan taneciklerin
boyutunun azaltilmasi ile kolon veriminin, 6nemli 6l¢lide artacagini farkettiler. Ancak, tanecik
capt 3-10um kadarkiicik olan dolgu maddelerinin iiretim teknolojisinin gelismesi ve
kullanilmasi 1960’11 yillarin sonlarina kadar basarilamadi. Bu teknoloji, basit cam kolonlardaki
klasik yercekimi-akish sivi kromatografinin aksine, yliksek basingta calisan, gelismis cihazlara
ihtiyag gostermektedir. Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) ismi, preparatif amagla
halen kullanilan eski tip yontemlerden, daha yeni islemleri ayit etmek igin kullanilmaktadir.
Gilintimiizde LC uygulamalarinin hemen hemen hepsi basing altinda akis kullanir ve genelde LC

ile HPLC ayn1 anlama gelir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

1.8.2. HPLC’nin Uygulama Alam

LC biitiin analitik ayirma yontemleri arasinda yaygin kullanilanidir. Yoéntemin bu kadar
yaygin olmasimin baslica sebepleri, duyarliligi, dogru nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, otomasyon kolayligi ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin
ayrilmasia uygun olmasi ve hepsinden de onemlisi endiistriyi, bircok bilim dalin1 ve halki
yakindan ilgilendiren maddelere Ornek olarak; amino asitler, proteinler, niikleik asitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoitler, pestisitler, antibiyotikler, steroitler, metal

organik tiirler ve gesitli anorganik bilesikler sayilabilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
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Sekil 1. 9. LC Tipinin Se¢imi

1.8.3. HPLC Cihazlan

Modern HPLC’lerde 3-10 um’lik dolgu maddeleriyle doldurulmus kolonlarda normal bir
akis hiz1 elde etmek icin, birkag yiiz atmosferlik basing uygulanmasi gerekir. Bu yiiksek basing
uygulamasi nedeniyle, hplc i¢in donanim, diger kromatografi donanimlarina gore, daha pahali ve

daha karmagiktir. Sekil 1.10°da bir HPLC cihazinin 6nemli bilesenleri sematik olarak
gosterilmistir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
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Sekil 1. 10. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi Cihazinin Sematik Goriiniisii

S1vi kromatografik pompalari i¢in gerekli 6zellikleri su sekilde siralayabiliriz;
400 atm kadar basing iiretimi

Vuruntusuz basing ¢ikisi

0,10mL/dakika araliginda akis hizlar

%0,5 veya daha iyi bir bagil akis tekrarlanabilirligi

A N N N NN

Cesitli coziiciilere karst korozyon dayaniklilig.

Swvilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan HPLC pompalari tarafindan {iretilen basincin bir
patlama tehlikesi olusturmadigina da dikkat edilmelidir. Boylece bilesenlerin birbirinde
olusabilecek bir ¢atlak, sadece ¢oziicli kagagi ile sonuglanacaktir. Tabii ki boyle kagaklar bir
yangin tehlikesine veya ¢oziiciiniin ¢evreye zarar vermesine neden olabilir. LC de kullanilan
bagslica iki tip pompa vardir. Bunlardan birincisi pistonlu pompalar ikincisi ise vida giidiimlii
stirgiilii pompalardir. Modern ticari kromatogramlarin hemen hemen hepsinde pistonlu pompalar
kullanilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

Sivi kromatografi de kolonlarin genelde, i¢ ¢apt homojen olup paslanmaz celik

borulardan yapilir. Kimi hallerde, kalin duvarli cam borulardan ve polictereterketon (PEEK) gibi
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polimer borulardan da HPLC kolonlar1 yapilabilir. Ayrica, i¢ine cam veya PEEK astarlar kapli
celik kolonlar da vardir. Boyutlar1 ve i¢ dolgusu bakimindan farklanan yiizlerce tip hazir kolon
bulmak miimkiindiir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

S1vi kromatografik yontem icin ideal bir dedektoér se¢imi de olduk¢a énemlidir. HPLC
icin ideal bir dedektor; (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

v Yeterli duyarlilikta olmalidir. Yeterli duyarlik nicel terimlerle tam olarak tanimlanamaz.
Genel olarak giiniimiizde kullanilan dedektérlerin duyarliklart 1072°-10° g madde/s
arasinda degismektedir.

v’ lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlige sahip olmalidir.

v" Genis bir dogrusal calisma araligi; tercihen iist ve alt sinirlar oran1 10* veya daha biiyiik
olmalidir.

v Akis hizindan bagimsiz kisa bir siirede cevap vermelidir.

v" Dedektor deneyimsiz operatorler tarafindan kullanilirken olabildigince az hata vermeli ve
kullanim1 kolay, giivenilirligi yiiksek olmalidir.

v Her tiirden analit i¢in benzer cevaplar alinmalidir. Veya belirli simif maddelere kars
tahmini kolay ve secici cevap verme 6zelligine sahip olmalidir.

v Dedektér numuneyi pargalamamalidir.

v Bir HPLC dektorii, bant genislemesini azaltmak i¢in minimum i¢ hacimde olmali ve sivi
akis1 ile uyum saglayabilmelidir.

Ancak sunu da belirtmek gerekir ki, hi¢bir dedektdr bu sartlarin tamamini ayni anda
saglamaz. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
S1v1 kromatografi dedektorleri temel olarak iki tipdir. Y1gin 6zelligi dedektorleri ve analit

ozelligi dedektorleri olarak siniflandirilirlar. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

1.9. HPLC Yonteminde Kullanilan Temel Parametreler

1.9.1. Alhkonma Siiresi

Alikonma siiresini anlayabilmek i¢in, iki pikten olusan basit bir kromatogrami gdsteren
Sekil 1.11° e bakalim. Soldaki kii¢lik pik kolonda hi¢ alikonmayan bir tiire aittir. Cogu zaman,
numunede veya hareketli fazda alikonmayan bir tiir bir bulunur. Bdyle bir tiir yoksa, piklerin
teshisinde yardimci olmasi icin gerekli siire tm’ ye olii siire veya bos siire denir. Olii siire,
hareketli fazin otalama go¢ hizinin bir dlgilistidiir ve analit piklerinin taninmasinda 6nemli bir

parametredir. Biitiin bilesenlerin hareketli fazda gegirdikleri bu siire tm kadardir. Sekil 1.11° de
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sagdaki biiyiik pik bir analit tiire ait olup bu bandin numune uygulama anindan detektore ulasma
anina kadar gegen siireye ‘’alikonma siiresi (tr)’’ denir. Analit alikonmaktadir; ¢ilinkii, durgun
fazda tutunarak ge¢irdigi fazladan bir ts siiresi vardir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
O halde alikonma siiresi;

Tr=1ts+ tm (10)

Ile verilir. Coziinmiis tiiriin kolon boyunca ortalama dogrusal go¢ hizi,

burada L, kolon dolgusunun uzunlugudur. Benzer sekilde, hareketli faz molekiillerinin ortalama

dogrusal hiz1 v, asagida ki esitlikle verilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

V=" (12)

Dedektor sinyali =

Zaman =

Sekil 1. 11. Iki Bilesenli Bir Karisim I¢in Tipik Bir Kromatogram

F, kolon ¢ikisindaki dogrusal akis hiz1 vo ile asagidaki gibi iliskilendirilebilir.

F =voA =vo X 112 (13)
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Burada A, borunun dik kesit alamidir (mr2). Dolgulu bir kolonda kolon hacminin

tamamina s1vi dolamayacag i¢in Esitlik 13 asagidaki gibi yazilmalidir:
F=mnr?u,€ (14)

Burada &, siv1 tarafindan kullanilabilir kolon hacminin toplam (gézenekler dahil) kesridir.

(Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
1.9.2. Bilesenlerin Go¢ Hizlari: Allkkonma Faktorii- Kapasite Faktorii

Alikonma faktorii k, analitlerin kolondaki gé¢ hizlarini karsilastirmada ¢ok ise yarayan
onemli bir deneysel biiytikliiktiir. k’nin boylesine faydali olmasinin sebebi, kolon geometrisinden
ve hacimsel akis hizindan bagimsiz olmasidir. Bu, numune bilesenleri, hareketli faz ve durgun
faz belli oldugu siirece, kolon geometrisi ve hareketli faz akis hiz1 ne olursa olsun ayn1 alikonma
faktorii elde edilecek demektir. Numunedeki A bileseni igin k, faktorii asagidaki gibi tanimlanir.
(Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

k

A=K AZISW (15)
Burada Kj, A tiirli i¢in dagilma sabitidir.

Vs ; Durgun faz hacmi

V\, ; Faz hacmidir.

kA’nm bir kromatogramdan nasil tiiretilebilecegini gostermek icin, esitlikler yeniden diizenlenir.

(Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

L_ L 1 (16)

Bu esitlik tekrar diizenlenecek olursa:

K= ot (17)

tm
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Elde edilir. Kimi zaman analitin durgun fazda gecirdigi siire, yani tr — tm farky,
diizeltilmis alikonma siiresi adin alir ve tr ile gosterilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

Sekil 1.11°de gosterildigi gibi, tr Ve tm bir kromatogramdan kolaylikla elde edilebilir.
Sonra bu biiyiikliikler ve Esitlik 17 kullanilarak alikonma faktoriiniin birden ¢ok kii¢iik olmasi,
bu tiirlin 6li siireye ¢ok yakin bir anda kolondan ¢ikmasi demektir. Alikonma faktorii 20-30°dan
biiyiik oldugunda, eliisyon siiresi ¢ok uzun olur. Idealde, ayirmalar bir karisimdaki ¢oziinenlerin

alikonma faktorlerinin 1-10 arasinda oldugu kosullarda yapilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
1.9.3. Bagil Go¢ Hizlarr: Secicilik Faktorii- Secicilik Katsayisi

Bir kolonun A ve B gibi iki tiir i¢in secicilik faktorii (a ) asagidaki gibi tanimlanar:

Bu esitlikte Kg daha kuvvetli tutulan B tiirii i¢in dagilma sabiti; Ka ise, daha zayif tutulan
veya daha hizli elue edilen A tiiri i¢in dagilma sabitidir. Bu tanmima gore a daima birden
biiytiktiir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

Esitlik 15’in ve B tiirli i¢in yazilmis benzer esitligin, Esitlik 18’de yerine konmasi ve
yeniden diizenlenmesi ile, iki ¢6ziinen tiir i¢in segicilik faktorii ve bu tiirlerin alikonma faktorleri

arasinda asagidaki baginti elde edilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

— ks
a= (19)

Burada ka Ve kg sirastyla B ve A tiirleri icin alikonma faktorleridir. iki tiir i¢in ayr1 ayri
yazilan Esitlik 17’nin Esitlik 19’da yerine konmasi, a’nin deneysel kromatogramdan elde

edilmesini miimkiin kilan bir bagint1 verir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

= et (20)

(tayy,
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1.9.4. Kolon Veriminin Nicel Betimi-Teorik Tabaka Sayisi

Kromatografik kolon veriminin nicel bir dl¢iisii olarak, birbiri ile ilgili iki terim yaygin

bi¢imde kullanilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

(1)  Tabaka yiiksekligi (H),
(2)  Tabaka sayisi veya teorik tabaka sayisi (N).

Bu iki terim arasinda asagidaki gibi bir bagint1 vardar:

N = 1)

= e

Bu esitlikte L, kolon dolgusunun uzunlugudur (¢ogu zaman santimetre olarak).
Kromatografik kolonlarin verimi tabaka sayis1 N arttikca ve tabaka yiiksekligi H azaldikca artar.
Kolon tipine, durgun ve hareketli fazlarin cinslerine bagli olarak kolonlarin veriminde biiyiik
Olciide farkliliklar ortaya cikar. Tabaka sayist cinsinden kolon verimi birkag yiiz ile yiizbinler
arasinda degisir; tabaka yiiksekligi ise, santimetrenin onda birleri ile binde birleri veya daha da
diisiik degerler arasinda degisir. Skoog, D. A., Holler, F. J.,, & Crouch, S.R., (2013).
Enstriimantal Analiz Ilkeleri. Ankara: Bilim Yaymevi.

“Tabaka yiiksekligi’> ve Teorik Tabaka Sayisi’’ terimleri ilk kez, Martin ve Synge’in
oncii teorik incelemesinde kullanilmistir. Bu incelemede, kromatografik kolon teorik tabaka
olarak adlandirilan, birbirini izleyen, fakat ayri, ince tabakalardan olusmus bir damitma kolonuna
benzetilmistir. Her bir tabakada, ¢ozlinenin durgun ve hareketli fazlar arsinda dengeye ulastigi
kabul edilir. Coziinen tiiriin kolon boyunca hareketi, dengedeki hareketli fazin bir tabakadan
digerine kademeli sekilde aktarimi olarak ele alinmistir. Skoog, D. A., Holler, F. J., & Crouch,
S.R., (2013). Enstriimantal Analiz ilkeleri. Ankara: Bilim Yayinevi.
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Sekil 1. 12. H=6"2/(L ) Seklinde Verilen Tabaka Yiiksekliginin Tanimi

Tabaka teorisi, kromatografik piklerin Gauss egrisi seklinde olusumu ve kolonda
ilerleyisini basarili bir sekilde agiklamaktadir. Bu teori, pik genislemesini bir mekanizma ile
aciklayamadigi icin, tamamen terkedilmis ve yerine hiz teorisi gelmistir. Genelde, kolon verimi
ile ilgili orijinal terimler hiz teorisinde de kullanilmaktadir. Bu terimler bir bakima sanssizlik
sayilir; ¢iinkii, bu terimler kullanilinca bir kolonda tabakalarin oldugu ve hep ardisik dengeler
kuruldugu yanilgis1 dogmaktadir. Gergekte, siirekli hareket halindeki hareketli fazda denge
durumuna higbir zaman ulasilmaz. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

(1)  Tabaka Yiiksekliginin Tanimi (H):
Bir Gauss egrisinin genisligi, Ol¢iimlerin standart sapmasi ¢ veya varyans: oZ ile

dogrudan ilgilidir.
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Sekil 1. 13. Tabaka Sayisinin Tayini

Kromatografik bantlarin genellikle Gauss tipi oldugu kabul edildiginden, bir kolonun
verimini kolonun birim uzunlugu basina varyans cinsinden tanimlamak uygun olmaktadir. Bu

durumda tabaka ytiksekligi

H=Z (22)

seklinde verilir.(Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

(2)  Hve N’nin Deneysel Bulunusu:

Sekil 1.13, zamanin yatay eksen olark alindig tipik bir kromatogarami gosterir. Basit bir
grafik islemi ile elde edilebilen ¢6ziinen madde pikinin varyansi, genellikle saniye kare birimine
sahiptir ve santimetre kare birimine sahip 6?’den ayirt etmek igin genellikle 72 ile gosterilir. T

ve o standart sapmalari arasinda

T=— (23)

T L/tr

bagintis1 vardir. Bu bagintidaki L/tg, saniyede santimetre cinsinden ¢6ziinen ortalama dogrusal

hiz1 v’dir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).
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Sekil 1.13, deneysel bir kromatogramdan 7 ve ¢’nin yaklasik bulunusu ile ilgili bir
yontemi gostermektedir. Kromatografik pikin iki kenarina ¢izilen tegetler uzatilip
kromatogramin taban ¢izgisi kestirilerek bir {icgen olusturulur. Bu {i¢genin alanin toplam pik
alaninin %96’s1 kadar oldugu gosterilebilir. Sekil 1.13°de gosterilen kesisme notalari, pik
maksimumundan yaklasik +27 uzakligindadir; tiggenin taban genisligi olanw ise, w = 4t'dur.
Bu esitlik 23’de yerine konup yeniden diizenlenirse, asagidaki esitlik elde edilir. (Skoog, Holler
ve Crouch, 2013).

o= 2 (24)

4tR

Bu esitlikteki o, Esitlik 22'de yerine konursa, asagidaki bagint1 bulunur:

Lw?

= Tet3 (25)
N’i elde etmek icin bu esitlik Esitlik 21°de yerine konur:
tr 2
N =16(2) (26)

Boylece N, iki siire (£ ve W) 6l¢limii ile hesaplanabilir; H’y1 hesaplayabilmek i¢in kolon
dolgu uzunlugu (L) da bilinmelidir. Bu hesaplamalarin mutlak degil yaklasik oldugu ve piklerin
Gauss tipi varsayildigi unutulmamalidir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

Bazi arastiricilarin daha giivenilir sonug verdigine inandigi diger bir yaklasik N degeri
hesaplama yolunda ise, W, nin yani, pik yiiksekliginin yarisindaki pik genisliinin tayine

gerekmektedir. Tabaka sayis1 asagidaki gibi verilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

N = 5,54( i )2 27)

Wis2
H ve N parametrelerinin deneysel tayini, piklerin Gauss tipinde oldugu varsayimina

dayandig1 i¢in, verilen biitiin hesaplamalardan yaklagik degerler elde edilir. Gauss tipinden

sapmig pikler durumunda daha dogru sonuglar veren yontemler literatiirde bulanabilir. Bu
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yontemler, piklerin varyansini istatistikteki ikinci-an hesaplamalari ile bulma esasina dayanur.
(Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

Tabaka sayis1 N ve tabaka yliksekligi H literatiirde ve cihaz {ireticileri tarafindan yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Farkli kolonlarin ayirma gii¢lerini ve verimlerini karsilastirmada bu
parametreler ¢cok yararli olabilir. Ancak, bu sayilarin iki kolonu kiyaslamada kullanilmasinin

anlamli olabilmesi i¢in ayn1 bilesik ile tayin edilmis gerekir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

1.9.5. Kolonun Ayirma Giicii

Bir kolonun ayirma giicii R;, iki bant arasindaki uzakligin, bant genisligi cinsinden degeri
demektir. Ayirma giicii, bir kolonun iki analiti ayirma yetisinin nicel bir &lglisiidiir. Sekil
1.14°de, bu terimin 6nemi gosterilmektedir. Burada farkli ayirma giiclerine sahip {i¢ kolonda A
ve B tiirlerinin kromatogramlar1 goriilmektedir. Her kolonun ayirma giicii asagidaki gibi

verilebilir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

AZ 20z 2[(tr)p—(tr)4l (28)

R. = = =
S %4.@ Wa+Wp Wa+Wp

Bu esitlikte yer alan biitiin terimlerin anlamlar1 Sekil 1.14°de agiklandig: gibidir.
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Sekil 1. 14. Ug Ayr1 Ayrrma Giiciindeki Kromatogramlar

Sekil 1.14°de goriildiigii gibi, ayirma giicti 1,5 oldugunda iki bilesenin ayrilmasi yaklagik
olarak tam saglandig: halde, 0,75’lik ayirma giicii ile saglanmaz. Ayirma giicii ile saglanamaz.
Ayirma giicii 1,0 oldugunda ise, A bolgesi yaklasik %4 B ve B bolgesi de benzer miktarda A
igerir. Ayirma giicii 1,5 iken, st liste Ortligme yaklasik %0,3” tiir. Belli bir durgun faz i¢in
ayrima giicii kolon uzunlugunu, bdylece tabaka sayisini artirarak iyilestirilebilir. Ancak, ilave
teorik tabakalarin bilesenlerin ayrilmasi i¢in gerekli olan siireyi artirma gibi olumsuz bir etkisi

vardir. (Skoog, Holler ve Crouch, 2013).

28



1.10. HPLC Yonteminde Su Ortamindaki pKa Degerlerinin Belirlenmesi

Iyonlagma sabiti ya da pKa belirleme yontemlerinin en biiyiik kisitlamalarindan biri
bilesigin suda ¢Oziiniirliigliniin az olmasidir. Bu sebeple iyonlasmadan dolayr pH’daki
farkliliklarin 6l¢iilmesi zordur. Suda ¢oziintirligiin ¢ok diisiik oldugu durumlarda su-organik
¢oziicii karisimi kullanilarak ¢6ziiniirliik arttirilabilir (Takacs-Novak, Box ve Avdeff, 1997).
Cozeltiye organik ¢oziicli ilave edilmesi ¢oziiciiniin polaritesini degistirir bu da ayni1 zamanda
ayrismay1 ve pKa degerini etkiler. Bu ortamlardaki pKa degerlerinden sudaki pKa degerine gecis
icin birgok metot mevcuttur ancak bu tez c¢alismasi kapsaminda Yasuda-Shedlosky

ekstrapolasyon yontemi kullanilacaktir (Yasuda, 1959; Shedlovsky, 1962).

1.10.1. Yasuda-Shedlovsky Yontemi

Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon yontemi ile farkli  Su-organik  ¢dziicl
konsantrasyonlarinda elde edilen pKa (§pK, ) degerlerinden sudaki pKa degeri (ypK,) elde

edilebilir. Bunun i¢in kullanilan esitlik asagida verilmistir:

SpK, + log[H,0] = a,e ! + b, (29)

spK,: Mobil fazin pKa degeri
€ : Su-organik ¢oziicii ikili karistmindaki organik ¢dziiciiniin dielektrik sabiti
ae : Dogrusal esitlikten elde edilmis egim degeri
be : Dogrusal esitlikten elde edilmis kesim degeri
Esitlik 29 kullanilarak suda ¢oziinmeyen bilesiklerin sudaki pKa degeri (},pK,) dogru

olarak hesaplanabilir.

1.10.2. Mol Kesri-pKa Yontemi

Bu yontemde mobil fazdaki organik ¢oziiciiniin hacimce kesrine karsilik mol kesri
degerinin bilinmesi gerekir. (Cizelge 1.5, Cizelge 1.6, Cizelge 1.7) (Roses ve Bosch, 2002).
Mobil fazdaki organik ¢oziiclicniin mol kesrine karsi, mobil fazdaki pKa (3pK,) degerleri grafige
gecirilerek lineer bir dogru elde edilir. Lineer dogrudan elde edilen fonksiyonun kesim noktasi

analitin sudaki pKa degerini verir.
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Cizelge 1. 3. 25°C’Demetanol-Su Ikili Karisimi I¢in Bazi Makroskopik Veriler Metanol-Su Ikili

%MeOH(h/h) Mol Kesri (Xyeon) | Yogunluk (kg dm=3) pK,
0 0,000 0,995 14,00
10 0,047 0,983 14,08
20 0,100 0,969 14,08
30 0,160 0,955 14,07
40 0,229 0,939 14,09
50 0,308 0,921 14,14
60 0,400 0,901 14,23
70 0,509 0,878 14,39
80 0,640 0,852 14,63
90 0,800 0,822 15,04
100 1,000 0,787 16,77

Cizelge 1. 4. 25 °C’de Asetonitril-Su ikili Karisimi I¢in Bazi Makroskopik Veriler

%ACN (h/h) Mol Kesri (X,cn) | Yogunluk (kg dm™3) pKyy
0 0,000 0,995 14,00
10 0,040 0,983 14,24
20 0,079 0,968 14,47
30 0,130 0,950 14,74
40 0,186 0,931 15,08
5 0,260 0,908 15,48
60 0,339 0,885 15,90
70 0,440 0,859 16,42
80 0,578 0,829 17,14
90 0,755 0,802 17,13

100 1,000 0,782 34,40

Cizelge 1. 5. 25 °C’de Tetrahidrofuran-Su ikili Karisimi icin Baz1 Makroskopik Veriler

% THF (h/h) Mol Kesri (X7yr) | Yogunluk (kg dm™=3) PKsy
0 0,000 0,991 14,00
10 0,024 0,993 14,12
20 0,053 0,989 14,31
30 0,087 0,983 14,52
40 0,129 0,974 14,79
50 0,182 0,964 1513
60 0,250 0,950 15,56
70 0,342 0,937 16,14
80 0471 0,921 -
90 0,667 0,903 -

100 1,000 0,882 34,7
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1.11. Onceki Cahismalar

Bu tez kapsaminda ¢alisilmis olan Loratadin ve Desloratadin ile ilgili yapilan ¢alismalar

genel anlamda 2 grupta degerlendirilebilir.

1) Fizikokimyasal parametrelerin tayini

2) Ilag preparatlarinda, biyolojik sivilarda kromatografik metotlarla nitel ve nicel tayini

1.11.1. Fizikokimyasal Parametrelerin Tayini

Coziintirliik, dagilma katsayisi, iyonlagsma sabiti tayini gibi fizikokimyasal parametreleri
iceren c¢alismalar1 kapsar. Bu bilesiklerin asit baz davranislarimi ve suda ¢oziiniirliiklerini
inceleyen calismalar biyokimyasal farmakoloji agisindan 6nemlidir. Bunun yaninda pH’nin bir
fonksiyonu olarak tiirlerin dagilma katsayisi ila¢ analizlerinde optimum kosulun segilmesi
acgisindan oldukca onemlidir.

Loratadin ve desloratadin'in homojen ve heterojen ortamlarda asit-baz dengelerini
spektrofotometrik olarak incelemislerdir. Loratadin i¢cin pKa degeri 5.25; desloratadin i¢in pKa1
4.41 ve pKa2 degeri 9.97 oldugunu bulmustur. Loratadin ve desloratadin'in spesifik ¢ozliniirliik
degerleri sirastyla 8.65x10° M ve 3.82x10* M'dir. Bu bilesikler suda az ¢oziinen bazik yapili
bilesikler olduklar1 i¢in ¢Oziiniirlikleri pH’nin bir fonksiyonu olarak o6lciilmiis ve
¢oOziiniirliiklerin arttirnlmasinda anyonik katyonik ve iyonik olmayan ylizey aktif maddeler
kullanilmistir. Sonuglar, misel ortaminda suda elde edilen degerlerle karsilastirildiginda pKa
degerlerinde kayma oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu kaymalar (pKa) -2.24 ile + 1.24 arasinda
degismektedir (Popovic, Cakar ve Agbaba, 2009).

Loratadin ikinci nesil trisiklik bir antihistamin olup ¢6ziinlirligii pH’ya bagl olarak
degismektedir. pH’nin artmasiyla loratadinin ¢Oziiniirliigii azalmaktadir. Bu yiizden oral
kullaniminda biyoaktivitesi farklilik gdsterir ve bu da dezavantajli bir durumdur. Bu sorunlari
¢ozmek icin loratadinin miseller ortaminda siklodekstrin tiirevleri ile kompleksleri olusturularak
sudaki ¢ozlniirligii arttirilmaya c¢alisilmistir (Soovali, Rodima, KAljurand, Kiitt, Koppel ve
Leito, 2006; Nacsa, Ambrus, Berkesi, Szabo-Revesz ve Aigmer, 2008).

Loratadin ve Desloratadin bilesiklerinin partisyon ve dagilma katsayisi dodekan/su
ortaminda potansiyometrik yontem ile ¢alisilmis, ayrica potansiyometrik yontem ile loratadinin
pKa degeri 4.58, desloratadinin ise 8.65 olarak hesaplanmistir ( Ter-Laak, Tsai, Kelder, Carrupt,

Testa ve Timmerman, 1994).

31



1.11.2. Tla¢ Preparatlarinda, Biyolojik Sivilarda Kromatografik Metotlarla Nitel ve Nicel
Tayini

Bu bashk altinda diisiliniilebilecek ¢alismalar fizikokimyasal parametrelerinin tayini
calismalarindan daha fazladir. Caligmalar genellikle insan plazmasinda ve ilag preparatlarinda
uygulanmigtir.

Insan plazmasinda loratadin ve onun aktif metaboliti olan desloratadinin es zamanh
olarak belirlenebilmesi igin despiraminin i¢ standart olarak kullanildigi LC-MS-ESI metodu
gelistirmislerdir. Desloratadin, pH 7.0 (70:30 v / v) bir metanol-fosfat tamponu karisimi mobil
faz olarak kullanilarak Inertsil ODS-3 V kolonu (250 mm uzunluk, 4.6 mm id, 5 um pargacik
boyutu) iizerinde degerlendirilmistir. Dakikada 1.0 mL'lik bir akis hiziyla, 254 nm'de UV
dedektorii ile calismiglardir. Gelistirilip kullanilan bu yontem, Uluslararast Uyumlastirma
Konferans1 (ICH) kurallarina gére de onaylanmustir. Onerilen yontem basarili bir sekilde
uygulanmistir. Ekonomide ve zamanin énemli oldugu i¢in farmasétik formiilasyonlarda DLT'nin
kantitatif analizi i¢in Onerilen bir yontem olmustur (Patel, Sharma, Sanyal, Sanyal ve Shrivastav,
2010).

Yiiksek performash sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (HTLC-MS / MS)
ile plazmada ilaglarin ve bu ilaglarin metabolitlerinin yiiksek verimli bir sekilde 6lc¢lilmesi i¢in
bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemin insan plazmasindaki loratadin ve desloratadinin ayni
anda degerlendirilebilmesi i¢in giivenilir bir calisma oldugunu gostermislerdir. Yontemin
dogrusallik, hassaslik, dogruluk ve istikrar bakimindan 1yi performans gosterdigi kanitlanmistir.
Bu yontemle ornek isleme verimliliginde belirgin bir iyilesme saglanmis ve Onerilen yontem
farmakokinetik ve biyoesdegerlik ¢alismalar1 i¢in faydali olmustur (Srinubabu, Patel,
Shedbalkar, Rao, Rao ve Bandaru, 2007).

Loratadin, desloratadin ve setirizini kapiler bolge -elektroforez ile ayni anda
belirlemislerdir. Bu ¢alismanin yapilmasindaki amag¢ sik kullanilan antihistamin tiirevlerinin
saptanmas1 i¢in daha basit ve hizli bir analitik metot gelistirmektir. Sonu¢ olarak tampon
bilesimi, tampon pH’s1, voltaj, sicaklik, basing enjeksiyonu, zaman, maksimum ¢oziiniirliik ve
minimum analiz siiresi kriterleri altinda deney parametrelerini goz Oniine alarak ayirma
kosullarinin optimizasyonu iizerine yogunlasilmistir. Onerilen bu ydntem ise ICH klavuzlarma
gore dogrulanmistir. Kullanmis olduklar1 bu yontemin, rutin analizlerde kullanimi i¢in tiim
degerlerinin yeterince iyi oldugunu kanitlamislardir. Yontemin saglam, hassas, basit ve spesifik

olmasmin yanisira, farmasotik maddelerden ve biyolojik 6rneklerden alinan antihistaminlerin
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pratik olarak belirlenmesi icin de olduk¢a uygun oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir
(Hancu, Campian, Rusu, Mircia ve Kelemen, 2014).

Insan plazmasinda loratadin (LOR) ve aktif metabolit deskarboetoksiloratadin (DSL)
miktarinin tespiti i¢in kiitle spektrometresi (LC / MS / MS) ile birlestirilmis yeni hassas ve secici
bir s1v1 kromatografi yontemi gelistirmislerdir ve gelistirmis olduklar1 bu yontem dogrulanmustir.
Sonug olarak Onerilen bu yontem, 40 mg loratadinin oral yoldan verilmesinden sonra insan
plazmasindaki loratadin ve desloratadinin kantitatif tayininde dogruluk ve hassaslik saglamistir.
Protein ¢oktiirmesi ve sec¢ilen izleme sinyalleriyle yapilan basit 6rnek hazirlama, ¢ok sayida
plazma 6rneginin spesifik ve verimli bir sekilde analiz edilmesini saglanmistir. Ayrica bu durum
metodun daha iiretken hale gelmesini ve boylece daha uygun maliyetli olup kullanilabilirligini de
arttirmistir (Vlase, Imre, Muntean ve Leucuta, 2007).

Ilag maddesi ve farmasétik preparatlarda desloratadinin belirlenmesi igin basit ve segici
bir LC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen bu yontem segicilik, dogrusallik, nicelik siniri,
hassasiyet, dogruluk ve ¢ozelti kararlihg agisindan dogrulanmistir. Onerilen LC yontemi,
desloratadin ve loratadin arasinda, desloratadin ila¢ maddesinde ve diger safsizliklarda tatmin
edici bir ¢oziiniirliik saglamistir. Sonug olarak gelistirilen LC yontemi desloratadin ve loratadinin
farmasotik formiilasyonlarda ayni anda bulunmasi igin basit ve segicidir. Desloratadin sentezinin
kontrolii i¢in ve siradan laboratuvarlarda ilag maddesi ve formiile edilmis {riinlerdeki
desloratadinin tayini i¢in kullanilabilir bir yontem oldugu gosterilmistir (Meiling, Wang ve
Geng, 2005).

Loratadin ilag maddesindeki safsizliklarin saptanmasi ve dogrulanmasi i¢in yeni bir
HPLC yonteminin gelistirilmesinin gerekliligini anlatmislardir. Ayni1 zamanda kullanilan bu
yontemin, segici, hassas, safsizliklarin ve bozunum iiriinlerinin tayini i¢in dogru oldugu da
yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Sonu¢ olarak bu metodun, farmasdtik kalite kontrol
laboratuvarlarindaki rutin tayinlerde kullanilabilirligi kanitlanmigtir (Ramulu, Kumar, Vyas,
Suryanarayana ve Mukkanti, 2011).

Farmasotik preparatlarda ve biyolojik sivilarda yeni bir antihistaminik ilag olan
desloratadinin (DSL) belirlenmesi icin dort hassas, basit ve spesifik yontem gelistirmislerdir.
Yontem I ve II, sart renkli bir reaksiyon iiriiniiniin elde edildigi pH 7.6 borat tamponunda
DSL'nin  4-kloro-7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol  (NBD-CI) ile birlestirilmesine  ve
spektrofotometrik olarak 485 nm‘de Ol¢iilmesiyle yapilmistir (Yontem I). Ayni iirliniin, 480
nm'de uyarimdan sonra 538 nm'de spektrofotometrik olarak Olciilebilir oldugu gdsterilmistir
(Yontem II). Yontem III ve IV, DSL'nin, pH 9.0'n borat tamponunda 2,4-dinitro florobenzen

(DNFB) ile tiirevlendirilmesini kapsar; bu, 375 nm'de maksimum absorbe eden sar1 renkli bir
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tiriindiir (Yontem II). Ayni tiirev, HPLC'nin ardindan ayirma igleminden sonra tespit edilmistir
(Yontem IV). Ayirma, 375 nm'de UV tespiti ile 1.0 ml / dak akis hizi ile asetonitril-su (60:40, v /
v) igeren bir mobil faz ile dengelenmis siyanopropil bagh duragan faz ile paketlenmis bir kolon
iizerinde gergeklestirilmistir. Onerilen yontemler, loratadin varliginda DSL'nin belirlenmesi igin
oldukga spesifik bir metot oldugunu da gostermistir ( EI-Enany, EI-Sherbiny ve Belal, 2007).

(Coziicli olarak bir mikro emiilsiyon kullanarak antihistaminik ila¢ maddesi loratadin ve
bunun analog maddesi olan desloratadini igeren farmasotik preparatlarin analitik kalite kontrolii
icin hizli bir HPLC prosediirii gelistirmislerdir. Gelistirmis olduklar1 bu yontemin 6zgiilliik,
dogrusallik, kantifikasyonun alt siniri, algilamanin alt siniri, hassasiyet ve dogruluga gore
uygunlugu kanitlanmistr. Kullanilan bu yontem ile loratadin ve desloratadin arasinda uygun
¢Oziiniirliik elde edilmistir. Ayrica kullanilan bu yontem, minimum degerlerde numune kullanimi
gerektiren hizli bir yontemdir (10 dakika). Diger bir 6zelligi ise tekrarlanabilir olmasidir (RSD <
% 2.0). Sonug olarak loratadin ve desloratadinin eszamanli tespiti i¢in hem giivenilir hem de
spesifik bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontemin HPLC ile tayin yapan kalite kontrol
laboratuvarlarinin kullanimi i¢in yeterince iyi oldugu gosterilmistir. Ayn1 zaman da bu yontem
loratadin ve desloratadinin birbiri i¢indeki safligin1 6l¢mek icin de oldukga iyi bir yontemdir (EI-
Sherbiny, El-Enany, Belal ve Hansen, 2007).

Loratadinin ve onun metaboliti olan deskarboetoksiloratadin (DCL), insan plazmasinda
eszamanli olarak belirlenmesi icin, floresan tespiti ile yiiksek performansl bir sivi kromatografi
(HPLC) yontemini gelistirmislerdir. Toluen ile iki asamali sivi-sivi ekstraksiyonun ardindan
analitler, metanol-asetonitril-fosfat tamponundan olusan bir gradyan mobil faz kullanilarak
ayrilmistir.  Sonu¢ olarak insana ait plazmada Loratadinin ve onun metaboliti olan
deskarboetoksiloratadinin ayni anda saptanmasi i¢in giivenilir ve spesifik bir yontem olan
floresan algilama 6zelligine sahip bir HPLC kullanilmigtir. Kullanilan bu yontem de yapilan
calismalarla daha da gelistirilmistir. Ayrica kullanilan bu yontemin, klinik farmakokinetik
caligmalar i¢in uygun oldugu da gosterilmistir. Kullanilan bu yontemin oldukca biiyiik bir
gelisme olarak kabul edilmesinin asil sebebi ise hem Loratadini hemde onun metaboliti olan
deskarboetoksiloratadin tek bir kromatografik deneyde belirleme yetenegine sahip olmasidir.
(Ophelia, Xiaojin ve Moses, 2003).

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve ikinci tiirev spektrofotometri
yontemlerini, farmasdtik formiilasyonlar da loratadinin ve montelukastin eszamanli olarak
belirlenmesi i¢in kullanmiglardir. Kullanmis olduklart her iki yontem de tamamen dogrulanmistir
ve bu baglamda seg¢ilen ilaglarin tahlil tayini i¢in karsilagtirmalar yapilmistir. Bu karsilagtirmalar

sonucunda kullanmis olduklar1 yontemlerin istenilen amaca gore olduk¢a uygun oldugunu teyit
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etmiglerdir. Ayrica bu yontemlerin basit, hassas ve hizli olmasida ekstra bir kazan¢ olmustur
(Radhakrishna, Narasaraju, Ramakkrishna ve Satyanaraya, 2003).

Insan plazmasinda antihistaminik ilag loratadin ve aktif metabolit deskarboetoksiloratadin
ayni anda analizini gerceklestirebilmek i¢in tandem kiitle spektrometrisini (LC / MS / MS) ve
stvi kromatografisini kullanarak hassas bir yontem gelistirmislerdir ve gelistirmis olduklar1 bu
yontem yapmis olduklar1 g¢aligmalarla dogrulanmistir. Sonug¢ olarak loratadinin ve insan
plazmasindaki metaboliti deskarboetoksiloratadin 6l¢iimii i¢in kolay, hassas ve giivenilir bir LC /
MS / MS yontem basariyla gelistirilmis ve onaylanmistir. Ayrica plazma 6rneklerinden analitleri
cikarabilmek i¢in de basit bir sivi / sivi 6ziitleme prosediirii kullanilmistir. Duyarliligi arttirmak
icin bir silika siitunu ve sulu organik bir mobil faz kullanmislardir (Naidong, Addison,
Schneider, Jiang ve Halls, 2003).

Desloratadin ve onun aktif metaboliti 3-hidroksidesloratadin  konsantrasyonlari
LC/MS/MS metodu ile hizli ve basit olarak belirlenmis ve valide edilerek farmakokinetik
calismalarda uygulanmistir (Xu, Li, Chen ve Chu, 2007).

Loratadinin belirlenmesi i¢in floresans dedektoriin  kullanildigst HPLC ydntemi
gelistirilmis ve biyoyararlanim ¢alismalarinda kullanilmistir (Amini ve Ahmadiani, 2004).

Loratadinin insan plazmasinda Dbelirlenmesi i¢in LC-ESI-IT-MS/MS  yontemi
gelistirilmistir. Elde edilen sonuglar, FDA biyoanalitik yontem validasyon rehberinde belirtildigi
lizere kabul edilen kriterler dahilindedir. Onerilen yodntem, loratadinin farmakokinetik,
biyoyararlanim veya biyoesdegerlik calismalart igin belirgin bir sekilde tanimlanmasini ve
hesaplanmasini saglar (Salem, Idrees ve Al Tamimi, 2004).

Loratadinin tlirevi olan desloratadinde de bazik merkezli tek azot atomunun olmasi
nedeniyle yiik transfer reaksiyonundan yola c¢ikarak yeni bir spektrofotometrik bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemle farmosotik formiilasyonlarda desloratadin tayini hizli ve basit bir
sekilde yapilabilmektedir (Gouda ve Kasssem, 2016).

Psodoefedrin siilfat, deksbromfeniramin maleat ve loratadinin farmasotik preparatlarda
es zamanli tayini igin tlirev spektrofotometri ve spektrum oranlar1 tiirev spektrofotometri
yontemiyle calisilmistir (Onur, Yiisesoy, Dermis, Kartal ve Kokdil, 2000).

Desloratadin ve safsizliklarini ilag dozaj formlarinda belirlemek i¢in RP-UPLC metodu
gelistirilmistir. Gelistirilen metot ICH kilavuzlarina gore valide edilmistir (Rao, Satyanarayana,
Reddy, Sait, Chakole ve Mukkanti, 2010).

Ilag gelistirme ve kalite kontrolii igin Loratadinin ve icerdigi safsizhiklar kapiler

elektroforez yontemiyle tanimlanmis ve hesaplanmistir (Fernandez, Ruperez ve Barbas, 2003).
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Hidrofilik ve hidrofobik antihistaminik bilesenlerden Loratadin ve psddoefedrin siilfatin
tabletlerde tayini igin izokrotik HPLC metodu gelistirilmistir (Abu-Lathou, Hamdan ve
Tahraoui, 2005).

Desloratadin ve 1ilgili bilesiklerinin ilag tabletlerinde ayrilabilmesi i¢in iyon ¢ifti
kromatografi yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontem, dogrusallik, dogruluk, nicelik sinir1
/ algilama limiti, hassaslik, 6zgiilliik ve saglamlik bakimindan ICH kilavuzlarina gore basariyla
dogrulanmistir (Zheng ve Rustum, 2010).

HPLC yoOntemi ilag analizlerinde tahlil, ¢6ziinme analizleri, safsizlik tespiti, proses
kontrolii, ilag metabolizmas1 ¢aligmalar1 ve iyonlagma sabiti, log P, log D, ve ¢oziiniirlik gibi
fizikokimyasal 6zelliklerin anlasilmasi i¢in siklikla kullanilan kromatografik bir yontemdir. Bu
tezde calisilan bilesiklerin daha dnce HPLC yontemi ile iyonlagma sabiti tayini bulunmamasi
nedeniyle digerlerinden farklidir. Ayrica su-organik ¢oziicii ikili karistminda pH optimizasyonu
temel alinarak sivi kromatografik yontemin de optimize edilmesini saglamak c¢alismamizin

0zglin degerini ortaya koymaktadir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu bolimde loratadin ve desloratadinin iyonlasma sabitlerinin, su-asetonitril ikili

karisimlarinda ters faz sivi kromatografik yontemle tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar

hakkinda bilgi verilmistir.

2.1. Deneysel Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu tezde

calisilan bilesiklerin 6zellikleri, Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Calismada Kullanilan Bilesiklerin Ozellikleri

Bilesik

Kimyasal Yapis1

Bilesik Ozellikleri

Loratadin

Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-
benzo[5,6]siklohepta[1,2-
b]piridin-11-ylidene)-1-
piperidinkaboksilat

Ma: 382,883 g/mol
CAS No: 79794-75-5

Kimyasal Formiilii:

C22H23CIN20O2

pKa: 4,33; 5,25

Desloratadin

8-Kloro-6,11-dihidro-11-(4-
piperidinyliden)-5H-
benzo[5,6]siklohepta[1,2b]piridin

Ma: 310,821 g/mol
CAS No: 100643-71-8

Kimyasal Formiilii:

C19H19CIN>

pKa: 9,73; 4,2 -9,7

Kromatografik ¢aligmada kullanilan kimyasal malzemeler ve kullanim amaclari, Cizelge

2.2’ de verilmistir.
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Cizelge 2. 2. Kimyasal Malzemeler ve Kullanim Amaglari

Adi Kullanim Amaci Temin Edildigi Firma

Loratadin HPLC ile pKa tayini yapilan | Sigma-Aldrich
bilesik

Desloratadin HPLC ile pKa tayini yapilan | Sigma-Aldrich
bilesik

Asetonitril Mobil faz ig¢in kullanilan | Sigma-Aldrich
organik ¢oziicii

Sodyum hidroksit Mobil faz pH’sinin | Merck
ayarlanmasinda

Urasil Kolonda tutunmayan tiir Sigma-Aldrich

Fosforik asit

Mobil faz

ayarlanmasinda

pH’sinin

Riedel-de Haén

pH 4,01; 7,01; 10,01 tampon
¢oOzeltileri

Elektrot kalibrasyonunda

Hanna

2.2. Kromatografik Calismalar

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

2.2.1.1. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Cihaz

Calisilan bilesiklerin pKa degerlerinin tayininde, Agilent 1260 Infinity marka Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, 1260 Quat Pump VL pompa,

1260 DAD VL dedektor, 1260 ALS otomatik numune enjeksiyon kismi bulunmaktadir.

2.2.1.2. pH/Iyon Metre

HPLC mobil fazinin pH 6l¢limlerinde Hanna HI 221 pH metre cihazi kullanilmis ve
Ol¢timlerde Hanna HI 1131 cam elektrottan yararlanilmistir. Elektrot kalibrasyonu i¢in elektrot
pH 4,01; 7,01 ve 10,01 degerlerine kalibre edilerek pH ayarlamasi yapildi. Mobil faz pH’ sinin

ayarlanmasi esnasinda sicaklik 25°C £ 0,1°C’ de sabit tutulmustur.
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2.2.2. HPLC Kolon Se¢imi

Zorbax Eclipse Plus kolonlari, silika bazli diger kolonlarla karsilastirildiginda istiin
performans gostermesi nedeniyle ¢ok tercih edilen bir kolondur. Eclipse Plus kolonlar1 en zorlu
bazik bilesiklerde bile diizgiin pik sekli verir ve bu tiir bazik bilesikler i¢in verimliligi ve
¢cOzlinirligi artirir. Tim bu 6zelliklerinden dolay: bu calismada Agilent Zorbax Eclipse Plus
C18 3,5 um, 4,6x100 mm kolon kullanilmistir.

2.2.3. Kullamilan Cozeltiler

2.2.3.1. Kromatografik Calismalar

Kromatografik ¢alismada, pKa degerlerinin tayini yapilan bilesiklerden loratadinin pikleri
bir giin sonraki ¢alismada bozuldugu i¢in her iki bilesik giinliik olarak hazirlanmistir. Analitik
saflikta temin edilen bilesiklerin her birinden 0,0010 g tartilip, 10 mL mobil fazda ¢oziilerek 100
ppm’lik stok cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 20 pL sivi kromatografi
cithazina enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in iki kez enjeksiyon yapilarak ortalama alikonma
zamanlar1 belirlenmistir. Bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin tayini igin asetonitril-su ikili
karisimi kullanilmus, kolon sicakligi 25°C, akis hiz1 1 mL/dakika olarak belirlenmistir. Loratadin,
ve desloratadin i¢in 210 nm, urasil i¢in 254 nm dalga boyunda g¢alisilmistir. Loratadinin
iyonlagma sabitinin tayini i¢in %35, %40, %45 ve %50 (h/h) asetonitril-su ikili karisimlarinda
calistlmigtir. Desloratadinin iyonlagsma sabitinin tayini i¢in %20, %25, %30 ve %35 (h/h)

asetonitril-su ikili karisimlarinda ¢alisilmustir.

2.2.3.1.1. %20 (h/h) Asetonitril-Su Ikili Karisim

80 mL saf su alinmis ve tizerine 20 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.
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2.2.3.1.2. %25 (h/h) Asetonitril-Su Ikili Karisim

75 mL saf su alinmig ve tizerine 25 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda hacim
bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmstir.

2.2.3.1.3. %30 (h/h) Asetonitril-Su ikili Karisimi

70 mL saf su alinmig ve tizerine 30 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karigimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.

2.2.3.1.4. %35 (h/h) Asetonitril-Su Ikili Karisim

65 mL saf su alinmig ve tizerine 35 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karigimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.
2.2.3.1.5. %40 (h/h) Asetonitril-Su Tkili Karisim

60 mL saf su alinmis ve iizerine 40 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda hacim

bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde

H3sPO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
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ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.

2.2.3.1.6. %45 (h/h) Asetonitril-Su ikili Karisinm

55 mL saf su alinmig ve tizerine 45 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda hacim
bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.

2.2.3.1.7. %50 (h/h) Asetonitril-Su Ikili Karisim

50 mL saf su alinmis ve tizerine 50 mL asetonitril ilave edilerek 100 mL’lik stok ¢6zelti
hazirlanmigtir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karigimlarinda hacim
bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza derisimi 50 mM olacak sekilde
H3PO4 (%85 (a/a); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama derisimi 1 M olan NaOH
ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5;

6) olan mobil fazlar hazirlanmistir.
2.2.3.2. Loratadin ve Desloratadin Ilaclarmin Cézeltileri

Kromatografik c¢alismada bilesiklerin her birinden 0,0010 g, 10 mL mobil fazda
coziilerek 100 ppm' lik c¢ozeltileri hazirlanmistir. Sivi kromatografi cihazina her bir stok

cozeltiden 20 pL enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in ikiser kez enjeksiyon yapilarak ortalama

alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

2.2.3.3. Urasil Cozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil ¢ozeltisi,

derisimi %0,01 (a/h) olacak sekilde suda hazirlanmistir. Urasilin hazirlanan bu ¢ozeltisinden 20
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uL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire 6zgii to alikonma zamani belirlenmistir. Calisma

dalga boyu 254 nm’dir.

2.3. Yontem

HPLC yontemi ile iyonlagma sabitlerinin tayini ¢caligmasinda, 4 farkli asetonitril-su ikili
karigimlarinda ¢alisilmistir. Elektrot, pH degerleri belirlenirken pH 4,01; 7,01 ve 10,01 tampon
cozeltileri ile kalibre edilmistir. Elektrot, okunan degerlerin kararli olabilmesi i¢in ¢alisilan su-
organik ¢oziicli karisiminda bekletilmistir. Asetonitril-su ikili karisimlart i¢in pH ayarlamalari
her bir ortam i¢in pH degeri 2,5-6 araliginda olacak sekilde mobil fazlar hazirlanmistir. Bu
ayarlama islemlerinde tampon araligi dikkate alinarak 50 mM o-fosforik asit kullanilmistir.
HPLC calismasinda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in gerekli to degeri urasilin sudaki
%0,01 (a/h) derisimindeki ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. Bu calismada gerek urasil ve
gerekse bilesiklerin alikonma zamanlari, ikiser enjeksiyonla Ol¢limlerin ortalamasi alinarak

belirlenmis ve bu degerler yardimiyla kapasite faktorleri (k) hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda loratadin ve desloratadinin iyonlagma sabitleri degerlerinin tayini
HPLC metodu ile gergeklestirilmistir. Loratadin ve desloratadin piperidin grubu bilesiklerdir.
Bilesiklerin yapisindaki piridin halkasina ait olan iyonlasma sabitleri tayin edilmistir.
Bilesiklerin iyonlasan kisimlarina ait pKa degerleri, tahmini iyonlagma sabiti hesaplayan

Chemicalize programiyla hesaplanmistir.
3.1. Bilesiklerin Chemicalize ile Hesaplanmis iyonlasma Sabitleri

Tezde galisilan Loratadin yapisinda bulunan piridin halkasina ait olan pKa ve desloratadin
yapisinda bulunan piridin ve piperidin grubuna ait pKa degerleri Chemicalize programi ile

belirlenmistir. Bu degerler Cizelge 3.1' de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Loratadin Ve Desloratadinin Chemicalize Programiyla Hesaplanmis Tahmini pKa

Degerleri

Bilesikler Kimyasal Yapilan
HaC

N

Loratadin

Desloratadin

Bu program kullanilarak yapilan hesaplamalarda bilesiklerin yapisinda bulunan piridin

grubuna ait iyonlasma sabiti degerleri 4,33 olarak tahmin edilmistir. Desloratadin ig¢in
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loratadinden farkli olarak yapisinda bulunan piperidin grubuna ait iyonlagma sabiti degeri 9,73

olarak tahmin edilmistir.

3.2. Loratadinin HPLC Yontemiyle Asetonitril-Su Organik Céziicii ikili Karisimlarinda
Iyonlasma Sabiti Tayini

Bu tez ¢alismasinda Loratadin i¢in iyonlagma sabiti tayini %35, %40, %45 ve %50 (h/h)
asetonitril-su ortaminda ¢alisilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisimlarinda farkli pH degerleri
2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige ait pKa degerleri, kapasite
faktort ile pH arasindaki iliski kullanilarak non lineer modeli esas alan NLREG programiyla
hesaplanmistir. Loratadin i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen alikonma
faktorleri (tr), Cizelge 3.2° de gosterilmistir. Bu dort farkli kosulda pH-tr iliskisini gosteren
grafikler ise non lineer regresyon ( NLREG ) programu kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 3.1-3.2-3.3-
3.4).

Cizelge 3. 2. Loratadin i¢in %35, %40, %45 ve %50 (h/h) Asetonitril Iceren Asetonitril-Su ikili
Karisimlarinda Elde Edilen Alikonma Faktorleri Degerleri

%35 ACN ortami %40 ACN ortam1 %45 ACN ortami1 %50 ACN ortam1
pH icin Alikonma i¢in Alikonma icin Alikonma icin Alikonma
faktorleri (tr) faktorleri (tr) faktorleri (tr) faktorleri (tr)
2,5 4,713 2,807 2,397 1,585
3,0 6,823 3,671 2,835 2,038
3,5 11,798 5,943 4,435 3,168
4,0 23,578 11,074 7,717 5,206
4,5 41,897 19,017 11,562 7,114
50 54,179 24,693 14,261 8,798
5,5 61,948 28,456 15,326 9,548
6,0 65,065 29,188 16,043 9,382
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pKa determination by k' LC (%35 ACN loratadine)
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Sekil 3. 1. Loratadin i¢in %35 (h/h) Asetonitril iceren Asetonitril-Su ikili Karisimlarimdaki pH-
tR Tliskisi

pKa determination by k' LC ( %40 ACN loratadine)

40
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©
Q 20
>
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24 32 40 18 56 64
pH
Sekil 3. 2. Loratadin icin %40 (h/h) Asetonitril iceren Asetonitril-Su Ikili Karisimlaridaki pH-
tR Iliskisi
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pKa determination by k' LC ( 45% ACN loratadine)

Kpcalc
3
x

pH
Sekil 3. 3. Loratadin i¢in %45 (h/h) Asetonitril iceren Asetonitril-Su ikili Karisimlaridaki pH-
tR liskisi

pKa determination by k' LC ( 50% ACN loratadine)

Kpcalc

24 32 4.0 48 56 6.4
pH

Sekil 3. 4. Desloratadin i¢in %50 (h/h) Asetonitril Igeren Asetonitril-Su ikili Karigimlarmdaki
pH-R iliskisi

Loratadin yapisinda bulunan piridin fonksiyonel grubu bazik davranis gosterdigi i¢in bu
bilesigin alikonma zamani mobil faz pH degerinin artmasiyla artmistir. Mobil fazdaki asetonitril

oraninin artmasiyla birlikte alikonma zamani azalmstir.

3.3. Desloratadin’in  HPLC Yontemiyle Asetonitril-Su Organik Céziicii  Ikili

Karisimlarinda fyonlagma Sabiti Tayini

Bu tez ¢alismasinda desloratadin i¢in iyonlagsma sabiti tayini %20, %25, %30 ve %35
(h/h) asetonitril-su ortamindagalisilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisimlarinda farkli pH

degerleri 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige ait pKa degerleri,
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kapasite faktorii ile pH arasindaki iligki kullanilarak non lineer modeli esas alan NLREG
programiyla hesaplanmistir. Desloratadin i¢in farkli pH’ larda ve dort farkli kosulda elde edilen
alikonma faktorleri (tr), Cizelge 3.3’ de gosterilmistir. Bu dort farkli kosulda pH-tr iliskisini
gosteren grafikler ise non lineer regresyon ( NLREG ) programi kullanilarak ¢izilmistir (Sekil
3.5-3.6-3.7-3.8).

Cizelge 3. 3. Desloratadin i¢in %20, %25, %30 ve %35 (h/h) Asetonitril Iceren Asetonitril-Su
Ikili Karisimlarinda Elde Edilen Alikonma Faktérleri Degerleri

%20 ACN ortam1 %25 ACN ortam1 %30 ACN ortami1 %35 ACN ortam1
pH icin Alikonma icin Alikonma i¢cin Alikonma icin Alikonma
faktorleri (tr) faktorleri (tr) faktorleri (tr) faktorleri (tr)
2,5 2,960 1,511 1,143 0,962
3,0 4,390 2,300 1,290 1,086
3,5 7,805 3,137 1,699 1,255
4,0 14,252 5,671 2,401 1,582
4,5 22,282 6,259 2,925 1,737
50 27,909 7,442 3,203 1,808
55 30,526 7,925 3,343 1,838
6,0 30,776 8,207 3,732 1,898

pKa determination by k' LC (%20 ACN desloratadine)

40

Kpcalc

6.4

pH

Sekil 3. 5. Desloratadin i¢in %20 (h/h) Asetonitril Igeren Asetonitril-Su ikili Karisimlarindaki
pH-tR iliskisi
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pKa determination by k' LC ( %25 ACN desloratadine)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.4 3.0 36 42 48 54 6.0

pH
Sekil 3. 6. Desloratadin i¢in %25 (h/h) Asetonitril Igeren Asetonitril-Su ikili Karisimlarindaki
pH-tR iliskisi

pKa determination by k' LC (%30 ACN desloratadine)

0 T T T T ‘ T T T T I T T T T [ T T T T T T T T T | T T

25 3.0 35 4.0 45 5.0 55
pH

Sekil 3. 7. Desloratadin icin %30 (h/h) Asetonitril iceren Asetonitril-Su ikili Karigimlardaki
pH-tR Iliskisi

pKa determination by k' LC (35% ACN desloratadine)
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o
[e2]
|

0.0 ; :
24 3.2 4.0 48 56 6.4

pH
Sekil 3. 8. Desloratadin i¢in %35 (h/h) Asetonitril Igeren Asetonitril-Su ikili Karisimlardaki

pH-tR iliskisi
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Desloratadin yapisinda bulunan piridin fonksiyonel grubu bazik davranig gosterdigi i¢in
bu bilesigin alikonma zamani1 mobil faz pH degerinin artmasiyla artmistir. Bu bilesigin piperidin
bazik fonksiyonel grubuna ait pKa degeri HPLC yontemiyle tayin edilememistir. Bunun sebebi

calismada secilen kromatografik kolonun pH araliginin 2-9 arasinda olmasidir.

3.4. Mol kesri-pKa Yontemi ile Bilesiklerin Su Ortamindaki pKa Degerlerinin Tayini

Bu yontem kullanilarak loratadin i¢in %35, %40, %45 ve %50 (h/h) asetonitril igeren
ortamlarda ve desloratadin igin %20, %25, %30 ve %35 (h/h) asetonitril igeren ortamlardaki mol
kesri (X) degerlerine karst NLREG programi kullanilarak hesaplanan pKa degerlerine karst
cizilen grafikten elde edilen dogrusal esitliklerin kesim noktalari bu iki bilesigin sudaki pKa
degerini vermistir. Loratadin i¢in elde edilen grafik Sekil 3.9°da, Desloratadin i¢in elde edilen

grafik ise Sekil 3.10°da verilmistir.

4,40
4,35
4,30
K 4,25
2 4,20
4,15
4,10
4,05
0,015 0,0155 0,016 0,0165 0,017 0,0175
Mol kesri (Xacn)

y =-164,41x + 6,9179
R?=0,9988

Sekil 3. 9. Loratadin I¢in Mol Kesri-pKa Yontemiyle Sudaki pKa Degerinin Hesaplanmasi

4,05

y=-127,11x + 5,7856
R?=0,9981

4,00

3,95

pKa

3,90
3,85

3,80
0,014 0,0145 0,015 0,0155 0,016

Mol kesri (Xacn)

Sekil 3. 10. Desloratadin Igin Mol Kesri-pKa Yontemiyle Sudaki pKa Degerinin Hesaplanmasi
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3.5. Yasuda - Shedlovsky Yontemi ile Bilesiklerin Su Ortamindaki pKa Degerlerinin Tayini

Yasuda - Shedlovsky metoduyla, loratadin igin %35, %40, %45 ve %50 (h/h) asetonitril
ve desloratadin igin %20, %25, %30 ve %35 (h/h) asetonitril ortamindaki 1/€ degerlerine karsi
pKat+logH20 degerlerinin grafige gegirilmesiyle elde edilen bagintidan sudaki pKa degerlerine

gecilmistir. Loratadin i¢in elde edilen grafik Sekil 3.11' de, desloratadin i¢in elde edilen grafik
Sekil 3.12' de verilmistir.

6,15
6,10
Q 6,05
T 6,00
=T]
9 595
% 5,90
8 S
2 585
5,80
5,75
0,015 0,0155 0,016 00165 0,017 0,0175
1/¢

y =-168,24x + 8,7063
R*=0,9989

Sekil 3. 11. Asetonitril-Su Ortaminda Loratadinin Yasuda-Shedlovsky Ekstrapolasyon Grafigi

5,75

5,70 y =-131,84x + 7,5879
% R?=0,9981
L 5,65
o
e)
* 5,60
X
Q.

5,55

5,50

0,0140 0,0145 0,0150 0,0155 0,0160

1/¢

Sekil 3. 12. Asetonitril-Su Ortaminda Desloratadinin Yasuda-Shedlovsky Ekstrapolasyon
Grafigi
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4, SONUC ve ONERILER

Antihistaminik ilaglar alerjik reaksiyonlarda rol oynayan histaminin etkisiyle viicutta
ortaya ¢ikan etkileri inhibe eden ya da tamamen ortadan kaldirmak i¢in disaridan verilen
ilaglardir. En sik kullanilan antihistaminik ilaglardan Loratadin ve Desloratadin piperidin grubu
zayif bazik oOzellik gosteren ilag aktif maddeleridir. Bu ilag aktif maddelerinin sulu ortamda
iyonize olma oranlar1 ortamin pH’s1 ve ilacin iyonlasma sabiti degeri ile ilgilidir. Iyonlasma
sabiti degerinin bilinmesiyle ilaglarin protonlanmis ve protonlanmamis oranlar1 bilinebilir ve
bdylece viicutta hiicre membranindan geg¢ip ge¢cmeyecegi yani absorpsiyon ozellikleri kolaylikla
anlasilabilir.

Loratadin ve Desloratadin suda ¢oziiniirliigii az olan ilag aktif maddeleri oldugu igin
oncelikle su- asetonitril ¢oziicii ortaminda ¢Oziiniirliikleri saglanmigtir. Loratadin %20, %25 ve
%30 (h/h) asetonitril-su ortaminda kolondan alinamamustir o yiizden %35, %40, %45 ve %50
(h/h) asetonitril- su ortaminda c¢alisilmistir. Desloratadin ise %20, %25, %30 ve %35 (h/h)
ortaminda caligilmistir. Her iki bilesik i¢in piridin grubuna ait pKa degeri hesaplanmigtir ancak
desloratadin i¢in piperidin grubuna ait pKa degeri kolonun pH araliginin 2-9 araliginda olmasi
sebebiyle piklerde gozlenen genislemeden dolayr hesaplanamustir. Iyonlasma degerleri HPLC
yontemi ile her bir ortam i¢in NLREG programi ile hesaplanmistir. Bilesikler i¢in NLREG
programiyla hesaplanmis iyonlasma sabiti (pKa) degerleri ve tiirlere ait alikonma zaman

degerleri (tRnua,tRA-) standart sapmalariyla, Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2' de verilmistir.

Cizelge 4.1. Loratadin Igin NLREG Programiyla Hesaplanmis pKa Degerleri ve Tiirlere Ait

Alikonma Zamani Degerleri

Bilesik %ACN pPKa KHa Ka
%35 4,373 (+0,015) 3,697 (+0,395) | 71,644 (+0,446)
_ %40 4,281 (+0,009) 1,606 (+0,116) | 32,163 (+0,119)
Loratadin
%45 4,177 (+0,014) 1,284 (+0,094) | 17,144 (+0,087)
%50 4,083 (+0,032) 0,595 (+0,130) 9,924 (+0,110)

o1



Cizelge 4.2. Desloratadin Icin NLREG Programiyla Hesaplanmis pKa Degerleri ve Tiirlere Ait

Alikonma Zamani Degerleri

Bilesik %ACN pPKa Kna Ka
%20 4,000 (+0,014) 1,456 (+0,166) | 30,707 (+0,151)
) %25 3,937 (+0,052) 0,481 (+0,169) 7,430 (£0,124)
Desloratadin
%30 3,882 (+0,021) 0,101 (+0,023) 2,627 (+0,020)
%35 3,818 (+0,044) 0,028 (+0,023) 1,057 (+0,015)

Loratadin ve desloratadinin yapisinda bulunan bazik fonksiyonel grup olan piridine ait
iyonlasma sabiti degerleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2' de goriildiigii tizere organik ¢oziicii
yiizdesinin artmasiyla azalmaktadir.

Deneysel olarak bulunan pKa degerleri kullanilarak mol kesri-pKa yontemiyle ve Yasuda-
Shedlosky metodu ile su ortamindaki pKa degerleri hesaplanmistir. Bu ekstrapolasyon yontemi
kullanilarak, elde edilen dogrusal esitliklerin kesim noktalarindan su ortamindaki pKa degerleri

tayin edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Bilesiklerin Mol Kesri-pKj, Yontemiyle ve Yasuda-Shedlosky Yontemiyle
Hesaplanan Su Ortamindaki pKa Degerleri

Bilesikler Mol kesri-pKa Yasuda-Shedlosky Literatiir verileri
Loratadin 4,821 4,817 4,582

5,25
Desloratadin 4,159 4,169 8,65%

4,41-9,97

a Ref. [Ter-Laak vd. 1994].
b Ref. [Popovic vd. 2009].

Bu veriler Chemicalize bilgisayar programi ile hesaplanmis degerlerle ve literatiir verileri
ile kiyaslandiginda uyum iginde oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 4.3).

Bu tez konusu iizerinde yapilan detayl literatiir taramas1 sonucunda bilesiklerin HPLC
yontemiyle iyonlasma sabiti tayinine rastlanmamistir. Bu tezde calisilan bilesiklerin hedef
yapisindaki yapisal gruplarin neler oldugu, etkilesmelerinin hangi yonde oldugu, viicutta hiicre

membranindan gegisinin nasil degerlendirilecegi gibi hususlar iyonlagsma sabiti degerinin
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bilinmesiyle aydinlatilabilir. Bu degerin bilinmesiyle yapisal 06zellik, biyolojik aktiflik

calisanlara ve ila¢ etken maddesi tasarimi konusunda ¢aliganlara 6nemli bir kaynak olacaktir.
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