T.C.
HIiTIiT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI ANTIFUNGAL ILACLARIN TERS FAZ SIVI
KROMATOGRAFIK YONTEMLE ANALIZLERI iCIN
METOT OPTIMIiZASYONU

Fatma BASARAN

YUKSEK LiSANS TEZi
KiMYA ANABILIM DALI

DANISMAN
Yrd. Do¢. Dr. Senem SANLI

HAZIRAN 2012
CORUM



Fatma Bagaran tarafindan hazirlanan “Bazi Antifungal Ilaclarin Ters Faz Sivi
Kromatografik Yoéntemle Analizleri Igin Metot Optimizasyonu” tez calismasi
25.. [..0b /201 tarihinde asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan oy birligi ile Hitit
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak

kabul edilmistir.

Dog. Dr. Nurullah Sanli

Yed.Deg.Debenem Sanly -~ . 0 0 o e S S

—
Yrd. Dog. Dr. Ilknur Tosun % s

Hitit Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu’ nun...23.Q%\2012_ tarih

i< T O I sayili karar1 ile Fatma Basaran’in Kimya Anabilim

e

Prof. Dr. Ali Kiligarslan

Dali’nda Yiiksek Lisans derecesi almasi onaylanmuistir.

Fen Bilimleri Enstitiisti Midiirii



TEZ BILDIiRIMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yapildigini beyan ederim.

FATMA BASARAN



BAZI ANTIFUNGAL ILACLARIN TERS FAZ SIVI KROMATOGRAFIiK
YONTEMLE ANALIZLERI iCIN METOT OPTIMIiZASYONU

Fatma BASARAN

HITIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
HAZIRAN 2012

OZET

Bu c¢alismada, mantar enfeksiyonu tedavisinde onemli bir yere sahip olan
fentikonazol, itrakonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol, ornidazol, tinidazol
ve tiokonazolun iyonlagma sabitleri su ve su-organik ¢6ziicii karisimlarinda ters faz
s1vi kromatografik ve spektroskopik yontemler ile tayin edilmistir. Spektrofotometrik
metot, notral ve iyonik tiirlerin farkli absorbans 6zelliklerine sahip olmasi prensibine
dayanir. Bunun i¢in belli bir dalga boyu aralifinda kaydedilen absorbans verilerinden
yararlanilir. Bu kriterler saglandiginda elde edilen sonuclarin kesinligi oldukga 1yidir.
Buna ilave olarak, iyonlagsma sabitleri iyonlar aras1 etkilesimler olmaksizin dogrudan
Olciilebilir. HPLC ile iyonlagma sabitlerinin tayini, glinlimiizde siv1 kromatografik
yontemle ayrilmalar1 istenen bilesiklerin ayirmalarinin optimizasyonunda ilk
asamadir. Iyonlasma sabitlerinin hesaplanmasinda gerekli grafikler yani sira bu amag
icin gelistirilmis bilgisayar programlarindan yararlanilmistir. HPLC ydntemlerinde

elde edilen veriler ile ayirmanin optimizasyonu saglanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC),
Spektroskopik Yontem, Iyonlasma sabitleri, fentikonazol, izokonazol, itrakonazol,

mikonazol, ketokonazol, ornidazol, tinidazol, tiokonazol.
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ABSTRACT

In this study, which has an important place in the treatment of fungal infection
fenticonazole, itraconazole, izoconazole, ketoconazole, miconazole, ornidazole,
tinidazole, and tioconazol ionization constants of water and water-organic solvent
mixtures were determined by reversed-phase liquid chromatographic and
spectroscopic methods. Spectrophotometric method is based on the principle that
neutral and ionic species have different spectra. When all these criterias met, the
precision of the following results was good enough. Moreover, the true dissociation
constants can be measured directly without inter-ionic effects having to be
considered. Determination of ionization constants by HPLC is the first step of
optimization liquid chromatographic method. For calculation of ionization constants,
graphics and computer programs developed for this purpose were used. Optimization

of separation was setup by the data obtained from HPLC methods.

Key words: HPLC, spectroscopic method, ionization constants, fenticonazole,
izoconazole, itraconazole, miconazole, ketoconazole, ornidazole, tinidazole,

tioconazole
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

k Kapasite faktorii

Korelasyon katsayisi

Rs Ayirma giicli

tr Alikonma zamani

o Secicilik

Kisaltmalar Aciklama

ACN Asetonitril

BSS Bagil Standart Sapma

DAD Diode Array Dedektor

HPLC Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
NLREG Nonlinear Regression

ODS Oktadesilsilika

SPARC “Performs Automated Reasoning in Chemistry”
UV- Vis Ultraviyole ve Goriiniir Isik

uv Ultraviyole



1. GIRIS

En basit bitkisel canlilar olarak tanimlanan mantarlarin diger canlilarin doku ve
organlarinda ¢ogalmasi ve hasar olusturmasi ile ortaya ¢ikan belirti ve bulgulara
mantar enfeksiyonu adi verilmektedir. Ketokonazol, itarakonazol, fentikonazol,
mikonazol, tiokonazol, tinidazol, izokonazol ve ornidazol bu hastalik i¢in kullanilan
ilaglardir. imidazol ve triazol tiirevi bu antifungal ilaglar genis spektrumlu ve

fungistatik etkili tamamen sentetik ajanlardir.

Iyonlasma sabitleri, pK, bilesiklerin en onemli fizikokimyasal ozelligidir ve
bilesigin iyonlasma 6zelligini belirleyen temel parametredir. Bu parametrenin
bilinmesi herhangi bir bilesikle ¢alismalara baslamadan once takip edilecek deneysel

yolu tayin etmek i¢in gerekmektedir.

Caligilan ilaglar, kanda ve inflizyon ¢ozeltilerindeki davraniglari bu bilesiklerin
iyonlagsma sabitlerine (pKj), inflizyon ¢ozeltisinin pH’sina ve ilacin bu ¢6zeltilerdeki
yiizde iyonlagsmasma baghdir. Ozellikle biyolojik aktivitenin, dokulara niifusun,
biyolojik taginmanin ve reaksiyon oranlarinin anlasilmast  ve miktarinin

belirlenmesinde iyonlagma sabitleri anahtar parametrelerdir.

Bu ongoriilen ¢alismada incelenmek iizere mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanilan
ilaglardan sekiz tanesi secilmistir. Calismanin temel amaci, mantar enfeksiyonu
tedavisinde yer alan fentikonazol, ketokonazol, mikonazol, itrakonazol, ornidazol,
tiokonazol, tinidazol ve izokonazol’un iyonlagsma sabitlerini su ve su-organik ¢oziicii
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik (HPLC) ve spektroskopik yontemler ile

tayin edilmesidir.

Bir sonraki asamada pK, degerleri tayin edilen bu maddelerin, HPLC yontemi ile bir
arada tayinleri i¢in metot gelistirilmistir. Giinlimiizde ters faz sivi kromatografi
giderek Onem kazanan teknikler arasindadir. Bu yontemde ayirmanin
optimizasyonunda maddelerin iyonlagsma sabitlerinin bilinmesi gereklidir. Su-organik
¢oziicii karisimlarinda HPLC veya spektroskopik yontemle iyonlagma sabiti tayini,
elektrot kalibrasyonunun yapilabilmesi, bu amagcla gelistirilmis c¢esitli grafik

programlarin mevcut olmasi, hatta bu hesaplamalarda kullanilacak bilgisayar



programlariin gelistirilmis olmast nedeniyle tercih edilmektedir. Bu konu ile ilgili
kaynaklar incelendiginde mantar enfeksiyonu tedavisinde kullanilan bu etken
maddelerin su organik ¢oziicii karisimlarindaki pK, degerleri ile ilgili yeterli ¢alisma
bulunmadigi anlasilmaktadir. Bu ¢alisma ile mantar tedavisinde kullanilan bu
ilaclarin pK, sabitleri genis bir aralikta tayin edilmistir. Ayrica bu bilesiklerin HPLC

yontemi ile analizlerinde optimum kosul belirlenmistir



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Mantar Enfeksiyonlar:

Mantar enfeksiyonu cilt hastaliklar1t i¢inde c¢ok biiylik bir hasta grubunu
olusturmaktadir. Mantar hastalig1 genellikle kil, deri ve tirnak gibi keratinize
dokulara yerlesen kasinti, kizariklik, sulanma ve pullanma seklinde kendini gosteren

bir mikrobik enfeksiyondur.

En basit bitkisel canlilar olarak tanimlanan mantarlarin diger canlilarin doku ve
organlarinda ¢ogalmasi ve hasar olusturmasi ile ortaya cikan belirti ve bulgulara
mantar enfeksiyonu adi verilmektedir. Mantarlar en basit canlilar olduklarindan
¢ogalmalart i¢in 1s1, nem ve besin yeterli olmaktadir. Viicut 1sis1 ¢ogalmalari igin
gerekli 1s1y1 olusturmakta, ter ise gerekli suyu saglamakta, besin 6zellikle derinin en

ust tabakasinda bulunan 06lu hiicreler olmaktadir

Yiizeysel deri enfeksiyonu

Mantarlarin deri ve agiz ici dahil i¢ organlarimizi 6rten mukoza dedigimiz dokulara

travma ya da zedelenme sonucu yerlesmeleri ve cogalmalari ile olusmaktadir

Bu tur enfeksiyon yapan mantarlar ¢ogunlukla viicut savunma sistemine karsi
dayaniksiz olan ve bu nedenle daha ¢ok sacli deri ve derinin iist katmanlar1 gibi
yiizeyel dokularda enfeksiyon yapan kiif mantarlaridir. Insanlarda en sik bu tiir

mantar enfeksiyonlar1 goriilmektedir.

Sistemik derialt1 enfeksiyonlar

Mantar hiicrelerinin solunmasi1 ve akciger dokusuna yerlesip kan yolu ile diger
organlara tasinmasi ile olusabilmektedir. Maya mantarlar1 gibi daha gii¢clii mantar
tiirleri tarafindan olusmaktadir. Bu tiir enfeksiyonlar bira fabrikasinda ¢alisanlarin
mantar hiicresini solumalar1 ya da kanser, AIDS gibi bagisiklik sistemini zayiflatan

hastalig1 olanlarda goriilebilmektedir.

Mikotik hastaliklar,

1. Bulasici deri ve sag¢ hastaliklar1 (Dermatofitik mantar enfeksiyonlari)



2. Bulasici olmayan ve toprak ya da hava yolu ile gecen sistemik enfeksiyonlar

3. Bulasic1 olmayan ve besin yolu ile gecen toksinlerin neden oldugu hastaliklar

(kana karisan fungi toksinlerinin olusturdugu kan zehirlenmeleri) (Anonim, 2007)

Fungal enfeksiyonlarin artis nedenleri

Yakin zamanlara kadar, fungal enfeksiyonlar sik gozlenmiyordu, ancak genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi sonucu patolojik olmayan bakteriyel
popiilasyonlarin zarar gérmesi veya yok olmasi ile insidans artti. Buna neden olan bir
baska faktor de AIDS, bagisiklik sistemi baskilayict ilag kullanimi, kanser
kemoterapisi ile bagisiklik sistemleri zayiflamig insanlarin sayisinin artmasidir. Bu
sekilde normalde bagisiklik sistemi saglam olan insanlarin kolayca bas edebilecegi

mantar enfeksiyonlar1 gibi “’firsat¢1 enfeksiyonlarin’® prevalansi artti

Genel olarak fungal enfeksiyonlarin tedavisi bakteriyel enfeksiyonlardan daha zordur
ve daha uzun siirer. Tekrarlamasini 6nlemek i¢in, lezyonlar iyilestikten sonra bile

antifungal ilaglarin uzun bir siire daha kullanilmasi gerekebilir (Siizer, 2010).

Tedavi acisindan diger enfeksivonlardan farka

e Uzun tedavi gerekir.

e Tekrarlama olasilig1 fazladir.

e Cilt ve mukoza enfeksiyonlari iy1 yanit verir.

e Ilaglarin zararl etkileri daha fazladur.

e Immun yanit normal ise, her fungal enfeksiyonda ila¢ kullanmak gerekmez.

e Sistemik derin fungal enfeksiyonlarda laboratuar olanaklart ve uzmanlari

tarafindan tedavi yapilmalidir.

Mantar enfeksiyonu tanisi

Cogunlukla yuzeyel mantar enfeksiyonu tanisi muayene ile konabilmektedir.
Ozellikle deri ve sacli deri enfeksiyonuna neden olan kiif mantarlarinin yaptig
yuzeyel enfeksiyonlarin ortasi soluk, etrafi halka seklinde kizarik lezyonlardir.
Tirnakta olusan mantar enfeksiyonlarinda iist tabakalarin mantarlar tarafindan

yenmesine bagli tirnagin un gibi olmas1 ya da sararmasi, yer yer ¢izgilerin olugmasi



seklinde goriilebilir. Kadinlarda % 10- 20 oraninda goriilen ve gebelik doneminde %

8 olusabilen vajinal kandidiazis denen mantar enfeksiyonu goriilmektedir.

Muayene ile tani konamadigi durumlarda, mantar hiicresinin mikroskop ile
incelenmesi, kiiltiirde iiretilmesi, Wood 15181 denen ultraviyole 151k ile lezyonun
incelenmesi, boyama yontemleri ve kimyasal yontemler ile dokunun incelenmesi

miimkiin olabilmektedir (Anonim, 2007).
2.2. Antifungal flaclar

Antifungal ilaglar, kiif veya maya mantarlarinin neden oldugu lokal ve sistemik

enfeksiyonlarda kullanilan ilaglardir.

Fungal hastaliklarin tedavisinin zaman almasi ve sabir istemesinin yani sira tedavinin
planlanmasinda da etkenin ve hastanin immiin durumunun iyi bilinmesi
gerekmektedir. 1950°1i yillara kadar iyot, fenol tiirevleri, salisilik asit ve tiirevleri ile
benzoik asit gibi karbonik asitler kullanilmistir. 1951 yilinda, hem oral, hem de
topikal etkili polyen antibiyotik nistatin bulunmus olup, 1956’da polyen bir
antibiyotik olan amfoterasin B’nin bulunmasi sistemik antifungal tedavide doniim
noktast olmustur. 1957 yilinda, sitostatik madde olarak iiretilen flusitozin, fungal
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. 1958’de, ylizeyel mikozlarin
tedavisinde kullanilabilecek oral antifungal olan griseofulvin bulunmustur. 1969
yilinda, imidazol tiirevlerinden Klotrimazol ve mikanozol, 1977°de ketakonazol ve
1980°li yillarda genis etki alanina sahip flukanazol ve itrakonazol piyasaya
strilmistiir. Son 10 yilda ¢esitli topikal ve sistemik antifungal ilaglar {iretilmistir
(Bayel, 2006).

Antifungal ilaclarin siniflandirilmasi

Antifungal ilaglari ii¢ sekilde siniflandirabiliriz:

e Kimyasal yapilarina gore
e Etki mekanizmalarina gore

e Kullanildig: hasta grubuna gore



Cizelge 2.1. Kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi (Fadil, 2009)

Poliyenler Amfoterisin B, Nistatin, Endomisin, Griseofulvin
Azoltirevleri _
Ketokonazol, Mikonazol, Flukonazol, Itrakonazol, Tiokonazol,
(imidazoller- Bifonazol, Oksikonazol, Klotrimazol, izokonazol, Ekonozol,
Triazoller) Sulkonazol, Bukonazol Varikonazol, Fentikonazol
Allilamin Terbinafin, Naftifin
Primidin tirevleri | 5- Florositozin
Ekinokandinler Kaspofungin, Micafungin

Cizelge 2.2. Etki mekanizmasina gore siniflandirilmasi (Bayel, 2006)

Etki Mekanizmasi llaglar
Niikleik asit sentezini inhibe edenler Florositozin
Niikleus boliinmesini etkileyenler. Fungal mitozun inhibisyonu yoluyla
etkili olur Griseofulvin
Fungal hiicre membraninin esas sterolii olan ergosterole baglanarak

. Polyenler
fungal hiicrelerin 6liimiine neden olurlar
Ergosterol biyosentezini inhibe ederek etkili olurlar Allilaminler

Lanosterolden ergosterol sentezini inhibe ederek mantar hiicresinin

uremesini durdururlar

Imidazol ve

triazollar




Cizelge 2.3. Kullanildig1 hasta grubuna gore siniflandirilmasi (Fadil, 2009)

Tedavi tiirii Maglar

Amfoterisin B, Nistatin, Pimarisin, Klotrimazol, Bifonazol,
Local tedavide Ekonazol, izokonazol, Oksikonazol, Fentikonazol, Terbinafin,

Naftifin, Griseofulvin

_ ) _ Ketokonazol, itrakonazol, flukonazol, vorikonazol, Flusitozin,
Sistemik tedavide

Ekinokandinler, mikonazol

Imidazol ve triazol tiirevi antifungal ilaclar

Imidazol tiirevi antifungal ilaglar 1978 yilindan bu yana iiretilmekte olup genis

spektrumlu ve fungistatik etkili tamamen sentetik ajanlardir.

Imidazol tiirevi antifungal ilaglardan sonra, yapica onlara benzeyen N-substitiie
triazol tiirevi fungistatik ilaclar gelistirilmistir. Imidazol ve triazol tiirevi
antifungallara ortak bir adla azoller denilir. Triazol tiirevleri, imidazol tiirevleri ile
ayni antifungal etki alanina ve aymi etki mekanizmasina sahiptir. Triazol tiirevleri,
sistemik veriliste imidazol tiirevlerine gore ii¢ noktada iistiinliik gosterirler. Triazol

tiirevi ilaglar;

a) Daha yavas metabolize edildikleri i¢in etkileri daha uzun siirer ve doz araliklar

daha uzundur.

b) Insan hiicrelerindeki sterol sentezi iizerinde daha az etkilidirler; bu nedenle direkt

toksik etkileri azdir.

¢) Imidazol tiirevi ilaglarin sistemik uygulamada gosterdikleri yan etkileri

gostermezler.

Imidazol (ketokonazol, mikonazol) ve triazol (flukonazol, itrakonazol) tiirevi
antifungal ilaglar sitokrom P450 ve 14-alfa-demetilaz enzimlerini inhibe ederler. Bu
enzim fungide lanosterol bilesigini ergosterole ¢evirmektedir. Bu sekilde bu

doniistim engellenir. Ergosterolde fungal hiicre duvari sentezi igin gerekli mantar
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hiicrelerinin sitoplazma membranindaki ana sterol bilesigidir. Bu grup ilaglar

insanlarda steroid sentezini de bloke etmektedirler.

Sonug olarak mantar hiicrelerinin biliylimeleri dnlenir ve hiicre gegirgenligi bozulur.

Bu grup ilaglarin antibakteriyal etkisi yoktur.

Imidazol grubu antifungallar arasinda yer alan fentikonazol, izokonazol,
ketokonazol, tiyokonazol vulvovaginal kandidozun tedavisinde vaginal tablet, fitil,
krem veya merhem seklinde; bifonazol, izokonazol, klotrimazol, ketokonazol,
mikonazol, oksikonazol, sulkonazol ve tiyokonazol sagsiz deri ve tirnak

mantarlarinda krem, merhem, losyon, pudra veya tirnak soliisyonu seklinde kullanilir

(Ilkit, 2000).
2.3. Cahsmada Kullamlan Maddelerin Kimyasal Farmakolojik Ozellikleri
2.3.1 Fentikonazol

Formiil

SR

Sekil 2.1. Fentikonazoliin molekiil yapis1

Kapali formdil
C24H20CI,N,0S
Sistematik adi

1-[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-{[4-(phenylsulfanyl)phenyl]methoxy}ethyl]-1H
imidazole


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e9/Fenticonazole.png

Farmakodinamik ozellikleri

Fentikonazol genis spektrumlu bir antimikotik ajandir. Fentikonazol dogrudan hiicre
membranint etkiler. Oksidatif enzimleri bloke ederek, peroksidlerin birikimine ve
mantar hicresinin nekrozuna neden olur. Fentikonazol, Candida albicans ile deri ve
mukoz membranlarin mikotik enfeksiyonlarindan sorumlu diger ajanlar iizerine
yiiksek fungustatik ve fungusid etki gosterir. Aynmi zamanda gram pozitif
mikroorganizmalar iizerine de antibakteriyel etki gosterir. Ayrica in-vivo ve in-vitro

olarak Trichomonas vaginalis'e etkili oldugu da gosterilmistir.

Farmakokinetik ozellikleri

Insan ve hayvanlar iizerindeki farmakokinetik testlerden transkiitan absorpsiyonun

kesinlikle olmadig1 saptanmustir.
2.3.2. itrakonazol

Formil

R
N,
N

A OO0 D0,

Sekil 2.2. Itrakonazoliin molekiil yapisi

Hﬁj

Kapali formiil

C3s5H3sCI2NgO4
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Sistematik adi

1-(butan-2-yl)-4-{4-[4-(4-{[(2R,4S)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yl]methoxy}phenyl)piperazin-1-yl]phenyl}-4,5-dihydro-
1H-1,2,4-triazol-5-one

Farmakodinamik ozellikler

Itrakonazol triazol tiirevi sentetik bir antifungaldir. Diger imidazol tiirevi
antifungallere yapica benzer. Itrakonazol ve en 6nemli metaboliti olan hidroksi
itrakonazol cogu mantar tiiriine (kiif mantarlar1 ve dermatofitler dahil) etkilidir.
Trichophyton ve Microsporum suslari, Epidermophyton floccosum, Candida suslari,
Pityrosporum suglart ve Aspergillus suslarma, etkili oldugu gosterilmistir.
Itrakonazol in-vitro kosullarda mantar hiicrelerinin zarinda bulunan ve bu hiicreler

icin yasamsal 6neme sahip ergosterol sentezini inhibe ederek etkisini gosterir.

Farmakokinetik ozellikler

100 mg'lik tek dozun agizdan alinmasindan 3-4 saat sonra pik plazma degerlerine
ulasilir. itrakonazolun biyoyararlanimi yemeklerden hemen sonra alinmasi halinde en
yiiksektir. Yarilanma omrii yaklagik 24 saattir. Plazma proteinlerine % 99 baglanir.
Bagta deri olmak iizere, keratinli dokular ile ter veya vajen salgisi gibi viicut
sivilarina plazma konsantrasyonlarinin katlar1 seklinde; yliksek diizeyde gecer ve
tedavi kesildikten sonra bu dokulardaki diizeyleri devam eder (Epidermisde 2-4

hafta, vajen sivisinda 2-3 giin).
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2.3.3. izokonazol nitrat

Formul

Cl ¥
'D’N"DH

Cl

Sekil 2.3. izokonaozol nitratin molekiil yapisi

Kapali formiil
C18H15Cl4sN304
Sistematik adi

1-[2-(2,4-Dichlorophenyl)-2-[(2,6-dichlorophenyl)methoxy]ethyl]-1H-imidazole

mononitrate

Farmakodinamik 6zellikler

Izokonazol derinin  ylizeysel = mantar  hastaliklariin ~ tedavisi  i¢in
gelistirilmis  bir ilagtir. Antimikrobiyal etki spektrumu c¢ok genistir. Hem
dermatofitleri ve maya ya da maya benzeri mantarlar1 (Pityriasis versicolor amillerini
iceren), hem de kiif mantarlarini etkiler. Ayrica Erythrasma'nin amillerine ve gram

pozitif bakterilere kars1 da etkilidir.

Farmakokinetik 6zellikler

Izokonazol, deriye hizla penetre olur. En gec¢ 1 saat iginde ciltte maksimum etken
madde konsantrasyonlarina ulasilir ve bu seviye en az 7 saat siirer. Etken madde
diizeyleri stratum korneum tabakasinda ve epidermiste en Onemli patojenlere

(dermatofitler, kiif ve maya mantarlari) karst minimum inhibitér ve biyosidal
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antimikotik konsantrasyonlarini birkag kez asar ve deride de bu degerlere ulasir.
[zokonazol, deride metabolizmasi sonucu inaktive edilmemektedir. Perkutan
absorbsiyon sonucu sistemik yiiklenme ¢ok azdir. Izokonazol organizmada tiimiiyle
metabolize edilerek bobrek ve safra yolu ile olmak iizere hizla elimine edilir. Total

dozun %75'i 24 saat i¢inde itrah edilir.
2.3.4. Ketokonazol

Formiil

O>~N©N~< >7o h

Sekil 2.4. Ketokonazoliin molekiil yapist

H ¢l

Kapali formiil
C26H28C12N404
Sistemik adi

1-[4-(4-{[(2S,4R)-2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-
4-yllmethoxy}phenyl)piperazin-1-yl]ethan-1-one

Farmakodinamik 6zellikleri

Ketokonazol, imidazol grubundan bir antifungaldir. Mantar hiicre duvarinin
yapisinda bulunan ergosteroliin sentezini inhibe ederek etki gostermektedir. Etki
spektrumunda bulunan duyarli mikroorganizmalar: Kandida, torulopsis, kriptokokus,
pitirosporum, blastomiges, histoplasma, koksidioides, parakoksidioides, geotrisum,

Drekslera longirostrata, epidermofiton, subkutan mikoz etkenleri (Petriellidium


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5b/Ketoconazole2.png
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boydii, Hendersonula toruloidea, madurella, Basidiobolus ranarum, Fonsecaea

pedrosoi).

Farmakokinetik 6zellikleri

Ketokonazol'lin emilimi, yemekle birlikte alindiginda, molekiiliin lipofilik 6zelligi
nedeniyle artmaktadir. Oral yoldan 200 mg ketokonazol uygulanmasinin ardindan
maksimum serum konsantrasyonuna 2 saat sonra ulasilmaktadir. Giinliik 200 mg' lik
dozlarin tekrarlanmasi ile 3-4 mg/ml ortalama plazma diizeyine erisilir. Eliminasyon

yar1 omrii yaklagik 8 saattir. Plazma proteinlerine %99 oraninda baglanir.

Ketokonazol, imidazol ¢ekirdeginin oksidasyonu ve oksid bilesenlerin degradasyonu
ile veya oksidatif O-dealkilasyonu veya piperazin halkasinin oksidatif degradasyonu

ile metabolize edilmektedir.

Eliminasyon idrar ve digki ile 4 giinde olmaktadir. Yaklasik %13" idrarla ve %57'si
digkr ile atilmaktadir. Beyin omurilik sivisina gecen ketokonazol miktar1 ihmal

edilebilir diizeydedir.

Zayf dibazik madde oldugundan ¢oziinmesi ve emilmesi i¢cin mide asidi gereklidir.

Aklorhidrik hastalarda asit arttiric1 igeceklerle alindiginda emilimi artirilabilir.
2.3.5. Mikonazol

Formil

Cl ClI

l" H
<M

Sekil 2.5. Mikonazoliin molekiil yapisi

Cl

Cl
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Kapali formiil
C18H14CI4sN20
Sistematik ad1
1-[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-[(2,4-dichlorophenyl)methoxy]ethyl]imidazole

Farmakodinamik ozellikleri

Mikonazol, antimikrobiyal aktiviteye sahip olan imidazol tiirevi antifungal ajandir.
Mikonazol, dermatofitlere, mayalara ve diger patojen insan mantarlarina ayrica bazi
gram-pozitiflere, kars1 etkilidir. Mikonazol, ergosterol sentezinin pro-maddesi olan
lanosteroliin 14a- demetilasyonunu inhibe etmek suretiyle ergosterol sentezini inhibe
eder, buna bagl olarak hiicre membraninin diger lipidik kompozisyonu modifiye
olur. Boylece hiicre membrani selektif bariyer gorevini yerine getiremez ve
mikonazol, patojen ajanin nekrozuna neden olur. Mikonazolun spektrumu insan i¢in
patojen olan ¢ogu mantarlari icerir: dermatofitler, mayalar, Aspergillus'ler, dimorflar
ve diger mantarlar ve ayrica bazi gram-pozitif bakteriler. Mikonazol yiiksek

konsantrasyonlarda fungusit etki gosterir.

Farmakokinetik 6zellikleri

Topikal uygulandiginda mikonazol, stratum korneumda birka¢ giin sonra tespit
edilebilir. Mikonazol, eser miktarda sistemik dolasimma geger (maksimum
uygulanan dozun %1-2'si). Mikonazol, genel olarak mikrobiyolojik agidan etkisiz
olan metabolitler halinde gaita ile atilir. Absorbe olanlarin %901 plazma

proteinlerine baglidir.
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2.3.6. Ornidazol

Formul

CI

o OH
,«/N_'_ N

O\<\—B/

Sekil 2.6. Ornidazoliin molekiil yapisi

Kapali formiil
C7H10CIN3O3
Sistematik adi

1(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitro  imidazole; alpha-(chloromethyl)-2-

methyl-5-nitro-1H-Imidazole-1-ethanol

Farmakodinamik ozellikler

Ornidazol, antiprotozoal ve antibakteriyel 6zellikte 5-nitroimidazol tiirevidir. Bakteri
ve diger mikroorganizma hiicrelerine pasif difiizyon ile girerek duyarli bakteri ve
protozoon hiicre DNA' sina baglanarak DNA sentezini inhibe eder ve hiicre 6liimiine

neden olur.

Ornidazol, Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia ve Giardia
intestinalis gibi parazitlerle olusan parazitozlara, Bacteroides, Clostridium ve
Fusobacterium gibi anaerobik bakteriler veya anaerob koklar gibi anaerobik
patojenlere karsi etkilidir. Bu etkinlik hem in vitro deneysel kosullarda hem de in
vivo olarak gosterilmistir. Parazitler iizerindeki etkisi diisiik serum ve doku

konsantrasyonlarinda gergeklesir.


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ornidazole.svg
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Farmakokinetik 6zellikler

Ornidazol, gastrointestinal kanaldan kolaylikla absorbe olur ve oral yoldan tek doz
(1,5 g) uygulamasindan sonra 2 saat i¢inde doruk plazma konsantrasyonuna ulasir.
Bu deger 24 saatte 9 mcg/ml ve 48 saat sonra 2,5 mcg/ml'ye diiser. Ortalama yar1
omrii 12-14 saattir. Ornidazol plazma proteinlerine diisiik oranda (yaklasik % 15)
baglanmaktadir. Viicut doku ve sivilarina, serebrospinal sivi da dahil olmak iizere
yaygin olarak dagilir. Karacigerde metabolize olur. Oral yoldan alinan dozun 2/3'llik
kismi idrarla, 1/3'lik kismi ise fecesle konjiigat ve metabolitleri olarak atilir.
Ornidazol ve metabolitlerinin eliminasyonunda safra yolu ile bosaltim Onemli

olabilir.

2.3.7. Tinidazol

Formiil

Sekil 2.7. Tinidazoliin molekiil yapisi

Kapali formiil

C8H13N304S
Sistematik ad1
1-[2-(ethanesulfonyl)ethyl]-2-methyl-5-nitro-1H-imidazole

Tinidazol, substitue imidazol bilesiklerinin antiprotozoal ve antianaerobik aktiviteye

sahip bir tiirevidir. Oral alimdan sonra hizla ve tam olarak absorbe edilir. Saglikli
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goniillillerde, oral tek doz 2 g alimindan 2 saat sonra, doruk plazma
konsantrasyonlar1 40-51 mcg/mL arasinda degismektedir. Degerler, 24 saat sonra, 11

- 19 mcg/mL arasindadir.

Tinidazol viicut dokularina genis bir sekilde dagilir ve kan-beyin bariyerini de
gecerek tim dokularda etkili konsantrasyonlara ulasir. Goriiniir dagilma hacmi
yaklasik 50 It.'dir. Plazmadaki tinidazolun takriben %212'si plazma proteinlerine

baglidir.

Tinidazol karaciger ve bobreklerden atilir. Saglikli kisilerdeki calismalar, verilen
dozun %60-65"inin 5 giin zarfinda bobreklerden itrah edildigini ve verilen dozun
%20-25'inin degismemis tinidazol halinde oldugunu gdstermistir. Dozun yaklagik

%12'si disku ile atilir.

Bobrek yetmezligi olan (kreatinin klirensi <22 mL/min) hastalarda tinidazolin
farmakokinetik parametrelerinde statistiksel anlamli bir degisme goriilmez. Bundan

dolay1 bu hastalarda doz ayarlamasi1 gerekmez.

Tinidazolun anaerobik bakterilere ve protozoalara karsi etki mekanizmasi ilacin
mikroorganizma hiicresi i¢ine penetrasyonu ve bunu takiben DNA iplik¢iklerine
hasar vermesi veya sentezinin inhibisyonu yoluyladir. Tinidazol hem protozoa ve

hem de zorunlu anaerobik bakterilere kars: etkilidir.
2.3.8. Tiokonazol
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Sekil 2.8. Tiokonazoliin molekiil yapisi
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Kapali formiil
C16H13CI3N,0S

Sistematik adi

1-{2-[(2-chlorothiophen-3-yl)methoxy]-2-(2,4-dichlorophenyl)ethyl}-1H-
imidazoleN,0S

Farmakodinamik ozellikleri

Tiokonazol, imidazol sinifi bilesiklerin bir iiyesidir. Tiokonazol beyaz kristalize kati
madde halindedir. Suda ¢ok az, metanol, etanol ve kloroformda iyi ¢Oziiniir.
Tiokonazol sentetik genis spektrumlu antifungal bir ajan olup ayrica Stafilokok ve
Streptokok tiirleri dahil bir ¢ok gram pozitif organizmalara karsi anti-bakteriyel
aktivitesi de vardir. Invitro olarak, patojen dermatofit, maya ve diger mantarlara kars1
fungisiddir. Tiokonazoliin sik rastlanan biitiin antropofilik ve zoofilik dermatofit
enfeksiyonlari; 6zellikle Trichophyton rubrum ve Trichophyton mentagrophytes,
kandidiyazis, pitriasis versikolor ve bakteriyel enfeksiyonlardan Corynebacterium
minutissimum'un neden oldugu eritrasmada etkili oldugu bulunmustur. Tiokonazol
kullanimi ile cilt enfeksiyonlarinda semptomatik rahatlama, azalma, tedavinin ilk

birka¢ giliniinde ortaya ¢ikar.

Farmakokinetik ozellikleri

Deriye tatbik edildikten sonra sistemik absorbsiyonun ihmal edilecek kadar az

oldugu gosterilmistir.
2.4. Kullanmlan Etken Maddeler Uzerine Yapilan Cahsmalar

Abdel-Moety ve arkadaslar1 (2003); klotrimazol, ketokonazol ve flukonazoliin ilag
preperatlarindan tayini i¢in ters faz sivi kromatografik metot gelistirmislerdir.
Ayrimlar; ters faz kolon Bondapak C18 (10 pum, 25 cm x 4,6 mm), hareketli faz
olarak asetonitril ve 25 mM trihidroksimetil aminometan (fosfat tamponu pH = 7)
(55:45) karisimi kullanilarak, UV 260 nm’da gerceklesmistir. Bu iic maddelerin akis

hizlar1 degistirilerek bu maddeler birbirlerine i¢ standart olmasini saglamistir.
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Ozkan ve arkadaslari (2003); farmasotik dozaj formlarinda metronidazol
mikonazoliin ters faz sivi kromatografisi kullanilarak tayini yapilmistir. Bu
calismada UV dedektorii kullanilmistir. M-Bondapak C18 ters faz kolonunun (300
mm X 3,9 mm) kullanildig1 bu ¢alismada, hareketli faz olarak metanol: su (40: 60),
akig hizi 1 mL/dakika ve i¢ standart olarak sulfametoksazol kullanilmigtir. Fotodiyot
dizisi dedektorii 250 nm dalga boyuna ayarlanarak kullanilmistir. Kalibrasyon araligi
10-70 ug/mL metronidazol i¢in, 1-20 pg/mL mikonazol i¢in saptanmistir. Bu

calismada vajinal oviiller kullanilmistir.

Bajad ve arkadaslar1 (2002); fare plazmasinda piperin ve ketokonazoliin tayini i¢in
yiikksek performansli sivi kromotografik yontemi gelistirmislerdir. Analiz C18
kolonda, 1mL/dakika akis hizinda ve hareketli faz olarak (25 mM KH,PO,, pH=4,5):
asetonitril (50:50) kullanilarak yapilmigtir. Foto diyot dizisi dedektoriin kullanildigi
yontemde piperin ig¢in 340 nm, ketokonazol i¢in 231 nm de 6l¢iim yapilmistir. Tayin
limitleri ise piperin i¢in 2 ng, ketokonazol i¢in 4 ng olarak bulunmustur. Piperinin
tayin alt smir1 degeri 10 ng, ketokonazol’iin ise 12 ng tespit edilmis ve giin ici ile

giinler aras1 yapilan deney sonuglar1 degerleri % 8 den daha az bulunmustur.

Vertzoni ve arkadaslar1 (2006); kopek plazmasindaki ketokonazol tayini ig¢in, UV
dedektorii  kullanilarak  yiiksek performansli sivi  kromotografik  yontemi
gelistirmislerdir. K&pek plazmasinin i¢indeki ketokonazolun belirlenmesi i¢in 240
nm de izokratik yiiksek performansli sivi kromatografik yontem kullanilmustir.
9-Asetilantrasen i¢ standart olarak kullanilmigtir. Hypersil BDS-C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 um partikiil boyutu) ve Hypersil BDS-C18 (10 mm x 4 mm, 5 um partikiil
boyutu) kolonlar1 kullanilmistir. Mobil faz metanol: su: dietilamin 76/26/0,1 (v/v/v)
oranlarindadir. Akis hiz1 ImL/dakikadir. Enjeksiyon hacmi 50 pL dir. Olgiim 240 nm
de yapilmistir. ketokonazoliin ve 9-Asetilantrasen eliisyon zamanlari1 yaklasik 9 ve 8
dakikadir. Kalibrasyon grafigi 0,015-10 pg/mL araliginda ¢izilmistir. Geri kazanim
% 95°den fazladir.

Redmann ve arkadaslari (2005); alerjik bronkopulmoner aspergillozlu ¢ocuklarda
kistik fibrozun hidroksiitrakonazol konsantrasyonu ve plazmik itrakonazolun
florometrik algilama ile HPLC yontemi kullanilarak saptamislardir. Cocuklardan

alman 100 pL lik plazmanin i¢indeki itrakonazol ve hidroksiitrakonazolun miktar
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tayini i¢in basit ve hizli yiiksek performanshi sivi kromatografi ydntemi
gelistirmislerdir. Mobil faz olarak metanol (%75 v/v): su (%25 v/v) kullanilmustir.
Akis hizi 1mL/dakika olarak ayarlanmistir. C1g Symmetry™ (3,9 mm i.d.x 150 mm)
kolonu kullanilmis ve sicaklik 30°C ayarlanmustir. Protein ¢oktiirme metodu
kullanilarak, 100 pL i¢ standart ¢ozelti (555 pg/L asetonitril i¢cinde) 100 pL. plazmaya
ilave edilmis ve igine 10 pL (%20 w/v) cinko siilfat eklenmistir. Itrakonazol,
hidroksiitrakonazol ve i¢ standart; 4,7, 8,3 ve 12,5. dakikalarda birbirinden
ayrilmistir. Florometrik dedektér ile 250 nm ve 380 nm de c¢alisilmistir. Geri
kazanma oran1 % 87,1 - % 96,7 dir.

Cavrin1 ve arkadaslar1 (1992); icerisinde izokonazoliin yer aldigi 8 adet imidazol
tiirevi antimikotik etken maddeyi Hypersil C-18 (5 um, 250 x 4,6 mm), Spherisorb-
CN (5 um, 250 x 4,6 mm), Chrompher-B (5 um, 150 x 4,6 mm) ile doldurulmus
kolonlarda ayrrarak ayn1 anda miktar tayinlerini gergeklestirmislerdir. izokonazol ve
ketokonazoliin rutin analizlerinde Hypersil kolonlar1 ve hareketli faz olarak metanol:
0.05 M trietilamin fosfat tamponu (pH = 7) (85:15, v/v) kullanilmis, akis hiz1 ise 1
mL/dakika secilmistir. Calismada i¢ standart olarak klotrimazol kullanilmistir.
Deteksiyon ise 230 nm’de yapilmistir. Yontemin krem prepratlarina basariyla
uygulandigr ¢alismada belirtilmektedir. Segilen ticari preparatdan izokonazolin

ortalama geri kazanimi, % 101,53 ve BSS degeri ise % 1,0 olarak hesaplanmistir.

Wang ve arkadaslari (2007); kremlerde izokonazol nitrat tayini igin bir
kromatografik yontem onermislerdir. Calismada Zorbax C 18 kolon, mobil faz olarak
%2 amonyum asetat- metanol- asetonitril (270:375:355) karisim1, 2,0 mL/dakika akis
hizinda, kullanilmig, UV dedektér 235 nm’ye ayarlanmistir. Kalibrasyon araligi
40-250 pg/mL (r= 0.9999, n= 6), geri kazanim degeri, % 101,1 (BSS=%1.1)

bulunmustur.

Hamdy ve arkadaglar1 (2010); plazmada, midazolam ve ketokonazoliin yiiksek
performanshi sivi kromatografi yontemi ile es zamanli tayinini yapmislardir.
Diazepam i¢ standart olarak kullanilmistir. UV dedektor kullanilmigtir. Dalga boyu
220 nm olarak belirlenmistir. Kromatografik ayirma Symmetry Cig kolonunda (3,5
um, 150 mm x 4,6 mm) gerceklestirilmistir. On kolon olarak Cig (5 um, 2 cm X

4 mm) kolonu kullanilmistir. Mobil faz aetonitril ve su 45/55 (v/v) oranlarinda,
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tampon olarak 15 mM KH,PO, kullanilmistir. Akis hiz1 1mL/dakika dir. insan ve
fare plazmasindaki ketokonazol ve midazolamin kalibrasyon grafigi 25-25,000 ve

5-10,000 ng/mL araliginda dogrusaldir.

De Zan ve arkadaglar1 (2009); krem formiilasyonlarda mikonazol nitrat tayini i¢in
yiiksek performansli sivi kromatografik yontemi gelistirmislerdir. Ayirma ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um partikiil boyutu) kolonunda
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak su, metanol ve asetonitril kullanilmistir
(30:30:40). I¢ standart olarak sulfametoksazol kullanilmistir. Eliisyon siiresi 15
dakikadir. Kolon sicakligi 25°C dir. UV dedektdriinde algilama 232 nm de
yapilmustir.

2.5. Su-Organik Coziicii Karisimlarinda pK, Tayini

Su-organik ¢oziicii karigimlari, suda c¢oziinmeyen bilesiklerin asitlik ve bazlik
sabitlerinin tayinlerinde tercihli olarak kullanilmaktadir. Bu ortamlarin sivi
kromatografik ve kapiler elektroforetik ayirmalarda kullanilmasi ve bilesiklerin
ayirmadaki davraniglarinda iyonlagsma sabitlerinin etkin olmasindan dolay1 su-
organik ¢oziicii karigimlarindaki iyonlasma sabitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Iyonlasma sabitlerinin tayininde alternatif yontemler kullanilmaktadir. Bunlar:
1) Potansiyometrik yontemler

2) Spektroskopik yontemler

3) Sivi kromatografik yontemler

4) Elektroforetik yontemlerdir.

2.5.1. Spektroskopik yontemler

Iyonlasma sabitleri spektrofotometrik dlciimler ile de tayin edilebilir (Polster ve
Lachmann, 1989). Bunun i¢in belli bir dalga boyu araliginda kaydedilen absorbans

verilerinden yararlanmilir. Bu tayinde asagidaki baginti esas alinmaktadir:

pK, = pH +log —':"bs a

1~ Aos (2.1)
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Bu bagintida Ay molekiiler formun, A, iyonlagmis tiirlerin absorbans degerlerini
ifade etmektedir. Absorbans pH a kars1 grafige gegirilerek veya log ((A-A’)/(A’’-A))
pH ya kars1 grafiklenerek kesim noktasindan pK, degerleri bulunabilir. (Sekil 2.9.)

Spektrofotometrik yontemin avantaj ve dezavantajlari sunlardir:
1)Yontemin dogrulugu ve kesinligi yeterlidir.

2) 10°-10°M derisim caligma i¢in uygundur.

3) Calisilan bilesikler saf olmalidir.

4) Yapida en az bir tane kromofor grubun bulunmasi ve bunun absorbans

Ozelliklerinin yeterli olmasi1 gereklidir.

Notral ve iyonlagmis formlarin spektral 6zelliklerinin yeterince farkli olmasi gerekir.
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Sekil 2.9. Spektroskopik bir caligmada (a) A - A/nm ve (b) log absorbans farki - pH
grafikleri (A’: molekiiler tiiriin absorbansi; A’’: iyonik tiiriin absorbansi)
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Spektroskopik yontemle tayinde giiniimiizde DAD sistemleri kullanilmakta ve bu
sistemler LC-DAD ve CE-DAD olarak ayirma yontemleri ile kombine olarak
kullanilmaktadir (Beltran ve ark., 2003). Absorbanstaki en biiyiik degisme, pH’ nin
pKj; civarinda oldugu kosulda gozlenir. Bu yaklagimla suda az ¢oziinen ilaglarin pK,
degerleri tayin edilebilmektedir (Akay ve ark., 2002). Bu amagla gelistirilmis
bilgisayar programlari, pH ile dalga boyu ve absorbans arasindaki iligkiyi temel alir
(Ando ve Heimbach, 1997; Allen ve ark., 1998; Mitchell ve ark., 1999).
Spektroskopik yontemle elde edilen veriler, potansiyometrik yontemle elde edilen

verilerle uyumludur.
2.5.2. Sivi kromatografik yontemle pK, tayini

Yontem, oOzellikle sivi kromatografik ayirmada yararlanilan organik c¢oziicti—su
karisimlarina uygulanabilmektedir. Calisilan bilesiklerin alikonma davraniglar ile
hareketli faz pH’s1 arasindaki iligkilerden yararlanilarak iyonlasma sabitleri tayin
edilir. Kapasite faktoriiniin pH ile degisimi, sigmoidal davranig gosterir. Bu
sigmoidalin orta noktasindaki pH degeri, o bilesigin ¢alisilan ortamdaki iyonlagsma
sabitini verir (Poole ve Poole, 1997; Hardcastle ve Jano, 1998). Ayrica asidik veya
bazik bilesiklerin pK, sabitlerinin tayininde ortamin iyonik siddetini de dikkate

alarak hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlari da gelistirilmistir.
Bu yontem ile ¢alismanin bazi avantajlart vardir;

e Bilesigin saf olmasi gerekmez.

e ppm ve ppb diizeyinde analit ile ¢alisma imkan1 saglar.

e (alisilan ortam su-organik ¢oziicti ikili karisimidir.

e Bu ortamlardaki pH standardizasyonunun bilinmesi gereklidir.

Kromatografi

Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal ozellikleri bakimindan benzeyen
maddelerin, karigimlarin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan,

birgok yontemi kapsayan yontemlerin genel adidir (Skoog, 1998). Yiizlerce
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maddenin karigimi bile kromatografi yontemiyle analiz edilebilir. Kromatografi
terimi ilk olarak Mikhail Tswett tarafindan 1906 yilinda kullanilmistir. Daha

sonralar1 analitik caligmalarin bir¢ogunda kromatografi yer almistir.

Kromatografik ayirmada 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akigkan olan hareketli
faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz, kati bir yiizeyde ya da kolonda sabitlestirilmis
ve hareketli faz ile karismayan bir sabit faz i¢erisinden gegcirilir. Bu iki fazin secimi,

ornek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini hedefler.

Ormek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal
etkilesimler olur. Ornegin kolon boyunca hareketi sabit faz ve hareketli faz
arasindaki kimyasal ve fiziksel dengelerin dagilimina baglidir. Bunlar ¢oziiniirliik,
elektron cifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu

gibi olaylardir (Hamilton, 1982; Bidlingmeyer, 1992). Iyonik etkilesimler,
a) Iyonlar arasindaki kulomb ¢ekim kuvvetleri

b) Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri

c) Dipol-dipol etkilesimleri

d) Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri

e) Notral atom ya da molekiiller aras1 kuvvetlerdir (London kuvvetleri).

Dipol-dipol etkilesimleri, dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri ve ndtral atom ya da
molekiiller arasi kuvvetler Van der Waals kuvvetleri olarakta tanimlanmaktadir.
Ayrica en iyi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz bilesimi ve

sicakligin dagilima etkisi de ayarlanabilir.

Hollandali kimya miihendisi Van Deemter kendi adini tasiyan ve kromatografik

kolondaki ayirma olaylarint matematiksel olarak tanimlayan bir esitlik bulmustur

(Bidlingmeyer, 1992).
H=A+B/u+C (2.2)

Es. 1.1°de;
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H: Tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyon
B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Karisimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrilmasi ve hareketli faz akis hiziyla

kolondan ge¢mesi Sekil 2.10°da gosterilmistir.

Sy
Karisim Ayrilma Ayrilma bitmistir,
kolona baslar. maddeler dedektore
yiiklenir. ayr1 olarak gider.

Sekil 2.10. Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi

Yiiksek performans sivi kromotografisi

Kromatografi, bir karistmda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasin
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig:r yontemlerin
genel adidir. Bu yontemlerde calisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur.
Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz adi verilir. Hareketli fazin
icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle,
bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, drnekteki farkli bilesenler i¢in farklt miktarlarda
olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda ilerledikleri igin,

birbirinden ayrilmis vaziyette sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederler. Bu sekilde
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sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derigimleri uygun bir bigimde 6l¢iiliir ve zamana kars1

y-ekseninde isaretlenerek “kromatogram” denilen grafikler elde edilir.

Sekil 2.11. Sivi-sivi dagilim kromatografisinde ¢oziinmiis maddenin ayrimi

Sivi kromatografik teknikler icinde ters- faz sivi kromatografisi en yaygin
kullanilamidir. Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diistiktiir. Bu
kromatografi tiirli, apolar sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda
kullanilir. Kimyasal olarak bagl alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters
faz sivi kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil
silan) en fazla kullanilan sabit fazdir. Ayrica C8 ve daha kisa alkil zincirleri,
siklohekzil ve fenil baglanmis sabit fazlar da kullanilmaktadir. Ters-faz
kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su veya sulu tampon ¢ozeltileri ile suyla

karigabilen organik ¢6ziicii karisimlarindan olugsmaktadir.
HPLC’ nin diger kromatografi tiirlerinden istiinliikleri sunlardir:
e HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek cok kez kullanilabilir.

e Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha

yiiksektir.
e Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.

e Analiz siiresi oldukga kisadir.
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e Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron

yakalama dedektdrleri kullanilarak tayin edilebilir.
Normal ve ters faz dolgular

Hareketli ve sabit fazlarin polarliklart s6z konusu oldugu zaman, dagilma
kromatografisi ikiye ayrilir. Eskiden sivi-sivi kromatografisinde sabit faz olarak
silikaya veya aliminaya baglanmis su, trietilen glikol gibi oldukga polar, hareketli
faz olarak da heksan, i-propil eter gibi daha az polar olan maddeler kullanilirdi.
Gecmis caligmalara bir hiirmetin ifadesi olarak, gilinlimiizde bunlara normal faz
kromatografisi denilmektedir. Ancak, giiniimiizde daha ¢ok ters-farz kromatografisi
kullanilmaktadir. Ters-faz kromatografisinde sabit faz polar olmayan bir
hidrokarbon, hareketli faz ise su, metanol, asetonitril, alkilamin, gibi polar maddedir.
Normal faz kromatografisinde polarliklari A>B>C olan ii¢ maddeden 6nce C eliie
olur. Onu B ve A takibeder. Ciinkii, polarlig1 daha az olan C, polarlif1 az olan
hareketli fazda, polarlig1 ¢cok olan sabit faza gore, daha ¢ok ¢oziiniir ve dolayisiyla

kolondan daha kisa zamanda ¢ikar.

Ters-faz kromatografisindeyse, normal faz kromatografisindekinin tam tersi olur.
Polarlig1 en yiiksek olan A maddesi ilk once eliie olur. Ciinkii ¢oziicii polardir

(Giindiiz, 2007).

Ilag analizlerinde genel olarak ters-faz sivi kromatografisi normal faz sivi
kromatografisine gore tercih edilir. Bunun nedeni, ilaglarin genellikle daha apolar
yapida olmalari, ters-faz s1vi kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin
daha kolay olmasi, hareketli faz bilesiminde kullanilan organik ¢oziiciilerin daha

ucuz olmasi ve sulu tampon ¢ozeltilerinin oraninin yiiksek tutulmasidir.

Sivi kromatografi cihazlari

Modern s1vi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 1,7
ile 10 m arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek
icin, yiizlerce atm’lik pompa basinclarina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir
sonucu olarak HPLC igin gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate

alindiginda, daha ince is¢ilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Sekil 2.12°de tipik
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bir yiiksek performansli sivi kromatografi cihazinin ¢esitli kisimlart sematik olarak

gosterilmistir
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Sekil 2.12. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin gematik
gortiniisii(PerkinElmer Corporation, Norwalk, CT)

Hareketli faz hazneleri ve ¢oziicl sistemleri

Modern bir YPSK cihazi, bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz ¢elikten yapilmis

hazne icermektedir. Bu hazneler ¢cogu zaman, bulunabilecek tozlarin ve kolonda ve

detektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢ozlinmiis gazlarin

(genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu ¢oziinmiis

gazlar kolonda kabarciklar olusturarak pik genislemesine; ayrica, cogu zaman gerek

gaz kabarciklar1 gerekse tozlar, dedektorle girisim yaparak performansinda azalmaya

sebep olurlar. Cogunlukla bu sistemler, ¢oziicli iginde bulunabilecek toz ve partikiil

halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya

kolonu tikamamasi i¢in, toz ve partikiil maddeleri siizmeye yarayan bir siizme

diizenegi de igerirler. Coziicliyii hazneye doldurmadan 6nce uygulanacak diger bir
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yol, ¢oziicliyli, vakum altinda bir milipor siizgecten siizmektedir. Bu uygulama,

siispansiyon halindeki maddeleri uzaklastirmanin yani sira gazlari da giderir.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Polarliklart birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicii
sistemlerinin kullanildig1 teknige gradient eliisyon adi verilir. Bu teknikte iki
¢Oziiciiniin oran1 6nceden programlanmis olarak bazen siirekli bazen de kademeli bir
sekilde degistirilir. Eliisyon bagsladiktan sonra belli bir programa gore, bazen siirekli
olarak, bazen de bir seri basamaklar seklinde ¢oziiciilerin oranm1 degistirilir. Modern
YPSK cihazlari, ¢6ziiciilerin hacimsel orani zamanla dogrusal olarak veya iistel
olarak degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldigi ¢oziiciileri bir
karistirma odasinda siirekli olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmistir. Izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla
ayrilabilmekte, farkli kapasite faktoriine sahip madde karigimlarinin alikonma

zamanlar1 kisaltilabilmektedir.

Hareketli faz su ve/veya sulu tampon igeriyorsa kimyasal bozunmanin yani sira
mikrobiyolojik iireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, YPSK analizleri

sirasinda taze hazirlanmis hareketli faz kullanilir (Giimiistas, 2009).
Pompa

Bir HPLC sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akisini

saglamaktir. Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:
1. 400 atm’e kadar basing iiretimi,

2. Puls igermeyen basing ¢ikisi,

3. 0.1-10 mL dk-1 araliginda akis hizlari,

4. % 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

5. Korozyona dayanikli pargalar.
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Bir HPLC sisteminde kullanilan pompalar sabit hacim pompalar1 ve sabit basing
pompalar1 olmak {izere iki ana baslikta toplanabilir. Calisma farkliligina bagli olarak
ise; pistonlu pompalar, siringa pompalar ve pndmatik pompalar olmak iizere iice

ayrilirlar.
Pistonlu pompalar

Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle
¢oOziiclinlin pompalandig1 kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Ticari olarak
sattlan HPLC sistemlerinin yaklasik %90’inda pistonlu pompalar kullanilir
(Sekil 2.13).

K01011
L— Pl ]
Motor Conta b ildfl_lfl_l
\"\
Kontrol
/’ vanalar1

Gidig-gelish
piston

—— (C0zZicl

Sekil 2.13. HPLC i¢in bir pistonlu pompa

Siringa pompalar

Siringa pompalar, bir kademeli motordan gii¢ alan vidali giidiim mekanizmasi ile
kumanda edilen sizdirmaz bir siirglisii olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan
ibarettir. Bu pompalar da viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis iiretirler.
Ayrica ¢ikis akimi pulssuzdur. Dezavantajlari; sinirli ¢oziicli kapasitesi (250 mL) ve

¢oziicli degistirilmesi gerektiginde karsilagilan giicliiklerdir.
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Pnématik pompalar

En basit pnomatik pompalarda sivi, sikistirilmis bir gaz ile basinglandirilabilen bir
kap igine yerlestirilmis, portatif bir kap i¢ine konur. Bu tip pompalar, pahali degildir
ve pulssuzdur, ancak kapasitesi sinirli olup, ¢ikis basinci diisiiktiir ve ¢ikis hizi

¢oziicii viskozitesi ile kolon geri basincina baglidir (Sanli, 2009).
Dedektorler

Dedektor yiiksek performansli  sivi  kromatografisinde, cihazin en Onemli
kisimlarindan birini olusturur. Kolondan ¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina
yerlestirilen uygun bir dedektor ile oOlgiiliir. Dedektor se¢imi dogru ve hassas bir
analiz yapabilmek ic¢in son derece Onemlidir. Genellikle tek dedektor sistemi

kullanilmakla beraber, birden fazla dedektor sisteminin yer aldigi cihazlar da
mevcuttur (Skoog, 1998; Hamilton, 1982; Bidlinmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer,
1988). Bir dedektorde bulunmasi gerekli dnemli karakteristikler;

a) Duyarlilik,

b) Genis bir dogrusal ¢alisma araligi,

¢) lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

d) Universal ve akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zamani,

e) Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme,

f) Numuneyi tahrip etmeme,

g) Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacim,

g) Ucuzluk ve kolay kullanimdir.

S1v1 kromatografide kullanilan dedektorler 2 baslik altinda toplanabilir.

a) Yigmm Ozellikli Dedektorler: Bunlar analit tarafindan degistirilen y1gin
ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti, yogunlugu

gibi 6zelliklerinin degisimi sonucu 6l¢iim yapilir.
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b) Analit Ozellikli Dedektérler: UV absarbansi, floresans siddeti, vb. analitin sahip
oldugu ama hareketli fazin sahip olmadigr oOzelliklere cevap verirler. Bu

Ozelliklerdeki degisimler dl¢iilerek sonug elde edilir.

Bu ¢alismada UV/Goriiniir Bolge Diode Array Dedektorii kullanildigindan, sadece
bu dedektdrden bahsedilecektir

Ultraviyole-Gériiniir bolge dedektorii

Absorbans Ol¢en dedektorler olup HPLC’de kullanilan dedektdrlerin yaklasik % 60°
mi1 olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi gecerlidir. DAD dedektdriin en biiyiik
avantaji; spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda calismak veya dalga

boyunu zamana kars1 programlamak oldugu sdylenebilir.

Hareketli faz, UV/VIS fotometre ya da spektrofotometrenin bulundugu Z seklindeki
kiigiik bir akis hiicresinden gegcirilir. Kolon dis1 bant genislemesini en aza indirmek
i¢in, bu gibi hiicrelerin hacimleri miimkiin oldugunca diisiik tutulmaktadir. Hacimler
1-10 pL ve hiicre uzunlugu 2-10 mm arasinda smirlandirilmistir. Bu tip hiicreler,
yaklasik 600 psi’den biiyiik basin¢larda caligsmazlar. Bunun sonucu olarak, bir basing

diistirme diizenegi genellikle gereklidir.

Hiicreden gecen analit, bir miktar UV 1smmin1 absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur Bu sinyal, analit derisimi ile
orantilidir. Tek bir dalga boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir
monokromator ile ¢esitli dalga boylarini secerek calisan dedektorler de vardir. Tek
dalga boyunda calisan dedektorlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 151ma
yapan Hg lambasi, ¢esitli dalga boylarini ol¢ebilen dedektorler de ise ddteryum
lambas1 kullanilir. Dalga boyunun her bir bilesene gore ayarlanabilmesi nedeni ile
secimli bir dedektor tiirii olan UV- goriiniir bolge dedektor sisteminde segilen
coziiclilerin UV-1sinlarin1 absorbladigi dalga boylarina dikkat edilmeli ve secilen
calisma dalga boyu ¢d6ziiciiniin absorbsiyon yaptigi dalga boyu degerinden yiiksek
olmalidir. Bu durum ozellikle diisiik dalga boylarinda absorpsiyon yapan Ornekler
icin son derece Onemlidir. Ayrica elue edicinin pH degerinin UV-goriiniir bolge

spektrumunu etkileyecegi de géz oniinde bulundurulmalidir.
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En giicli ultraviyole spektrofotometrik dedektorler diyod-dizili cihazlardir. Bu
cihazlar, spektrumun tamami icin gerekli olan verileri yaklagik bir saniyede
toplayabilmektedir. Boylece, her bir kromatografik pik i¢in spektral veriler, analit
kolondan ¢ikarken toplanip saklanabilir. Tiirlerin teshisine ve kantitatif tayin icin
sartlarin se¢imine yardimci olan bu spektrum sekli, iic boyutlu grafik olarak

verilebilmektedir.

Ideal UV dedektoriin karakteristikleri sunlardr:
e Orneklerin UV- gériiniir bolgede absorbsiyon yapmasi gerekir.
e Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.
e Band genisletme etkisi kii¢liktiir.
e Cok giivenilirdir.
e Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.

Kromatografide temel kavramlar

Bir  kromatografik  sisteminde verilerin  yorumlanmasinda esas  alinan
kromatogramdir. Kromatogram; tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli
zamanlarda derisim degerine karsi elde edilen cevabin uygun bir detektor ile
saptanmasiyla elde edilmis pikleri gosteren grafiktir. Sekil 2.14’de iki bilesenli bir

Ornege ait kromatogram ve kromatografik gosterimler belirtilmistir.
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Sekil 2.14. Sivi kromatografide bir kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baslica parametreler sunlardir;
1. Alikonma zamani, tR

2. Kapasite faktorti, k

3. Segcicilik, o

4. Etkin tabaka sayisi, N

5. Ayirma giict, Rs

Alikonma zamani ve kapasite faktorii

Kromatografide bir pik, alikonma zamani, tr, ile tamimlanir. Kromatografik
karsilastirmalarda alikonma zamani yerine kapasite faktoriinden, Kk, yararlanilir.

Kapasite faktorii, asagidaki baginti ile hesaplanir.

(2.3)

Burada tg bilesene, t,, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. K
degerinin biiylik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu icin kolon boyunca yavas
ilerledigini; k degerinin kii¢iik olmasi, bilesenin hareketli faza ilgisinin fazla

olmasindan dolay1 kolon boyunca hizh ilerledigini gosterir. HPLC ayirmalarinda k,
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mimkiin oldugunca 1-10 arasinda tutulmalidir. k ¢ok kiiglikse, bilesik, ¢oziicii
pikinden ayrilamaz; k ¢ok biiylirse ayirma islemi ¢ok zaman alir. k degerlerinin bu

aralikta olmasi, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.

Kapasite faktorii uygulanan yonteme, her maddenin kendi fiziksel ve kimyasal
yapisina bagli olarak farkliliklar gosterir ve 0zgilil bir degerdir. Kromatografik
parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden
biridir.

Secicilik (o)

Segicilik, esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagl olarak degisiklik gosterse
de hareketli faz bilesimi de, segiciligi kismen etkileyen faktorlerden biridir.
Seciciligin matematiksel ifadesi Es. 2.4°de gosterilmistir. Burada kolonda daha uzun
siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriiniin kolonda daha kisa silire tutunan
maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanir. Bu tanima gore secicilik
daima 1’den biiytktiir.

k, tg —lg

a=—= 2.4
kl tRl _tRO ( )

Teorik tabaka sayus: (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve
piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’ nin sayisal degeri, analizi yapilan
maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina 6rnegin, akis hizi, sicaklik,
kolon kalitesi, dolumun tek bi¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere de baglidir. Tavsiye
edilen deger N > 2000°dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki baginti ile belirlenir.

N =5,54( n J (2.5)

0,5
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Burada;

N :Teorik tabaka sayisi

tr :Bilesene ait alikonma zamani

Wy :Pikin yar yiiksekligindeki pik genisligidir.
Ayirma giicii (Rs)

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi ayirma
giicii (rezoliisyon) kavramiyla ifade edilir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda,
kapasite faktorii, tabaka sayis1 ve segicilik kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki
pik i¢in R degeri 1,5 iken tam ayirim olmakta, R=1,325 iken maddelerden biri digeri
icine % 0,3 oraninda girmis durumda, R = 1 iken, maddelerden biri digeri igine % 4
oraninda girmis durumda ve R= 0,75’de ayirim olmamaktadir. Ayirma giicii i¢in

gelistirilen baginti, asagida verilmistir.

Re= 11gx =0 2.6)
WO,S + WPO,S

Burada;

Rs :Pik cifti i¢in ayirma giicil,

11 :Birinci pikin alikonma zamant, s,

t :Ikinci pikin alikonma zamant, s,

Wy :Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi,

Whpos :Ikinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligidir.
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Sinyal
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Sekil 2.15. Ayirma giicii (Rs) degerinin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi

Ters-faz sivi kromatografide pH ve secicilik

Ters-faz siv1 kromatografi metoduyla analizi yapilan maddelerin ¢ogu, karboksilik
asit, siilfonik asit veya amino gruplari gibi, iyonlagabilen gruplara sahiptir.
Maddelerin alikonma zamani, biiyiik 6l¢iide fonksiyonel gruplarin iyonlagsmasina
baghidir. Ayni analitin iyonlagsmis ve notral seklinin alikonma zamanmi arasinda
yaklasik 30 kat farklilik olabilmektedir. Iyonlasma derecesi hareketli fazin pH’s1yla
belirlenir. Eger iyi bir kromatografik segicilik ve tekrarlanabilir alikonma isteniyorsa,
iyonlagma derecesini etkileyen faktorleri anlamak gereklidir. Bu faktorlerden en

onemlilerine asagida deginilmistir.

Iyonlasma ve pH

Iyonlasan analitlerin alikonmas1 iyonlasma derecesine baghdir. Ters-faz sivi
kromatografide, analitin iyonlasmamis tiirli, iyonlagsmis tiirlinden daha yiiksek
alikonma zamanina sahiptir. Eger analit birden fazla iyonlagsma basamagina sahipse;
daha yiiksek iyonlasma derecesi basamaginda, daha diisiik alikonma zaman1 gosterir.
Analitin iyonlasma derecesi, ¢ozeltinin pH’sia ve iyonlasma basamaklarindaki pK

degerine baghidir. Ters-faz sivi kromatografide iyonlagmis tiir daima diisiik alikonma
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zamanina sahiptir. Bu yiizden, bazik tiirler i¢in, asidik ortamda, asidik tiirler i¢in ise
bazik ortamda alikonma en diisiiktlir. Diger yandan, yiiksek alikonma zamani analit
noétral formdayken de gozlenir. Analitlerin kapasite faktorleri ve iyonlasma dereceleri

arasindaki bagnti,
k=ko+ki.d /1+d (2.7)

olarak verilmektedir. Burada k, analitin kapasite faktoriinii, K, ve k; protonlanmis ve

noétral formun kapasite faktoriinii, d ise deprotonasyon derecesini ifade eder. d;
d = 10°PHPK (2.8)

olarak ifade edilir. Bu esitlikte pH, hareketli fazin pH degeri ve pK, bilesigin
iyonlasma basamagina ait pK degeridir. 1ki degerlikli bilesikler igin esitlik benzer

sekilde yazilabilir. Asit, baz veya zwitter iyon i¢in esitlik,
k = (ko + Ki1.d1 + kp.d1.d2) / (1+d;+d;.d,) (2.9

olarak yazilabilir. Calisilan bilesiklerin hareketli fazdaki pK degerlerinin dogru
olarak bilinmesi, alikonmanin belirlenmesi agisindan oldukca onemlidir. Bilesigin
pK’sinin + 2 pH biriminde, yap1 yaklasitk % 99 iyonlasmis veya molekiiler
formdadir. Bu pH araligmin disinda alikonma pH degisimi ile fazla degismez.
Bundan dolay1r pH kontrolii tekrarlanabilir alikonma zamanlarinin elde edilmesinde

olduk¢a 6nemlidir.

Hareketli fazda pH standardizasyonu

Kromatografik ayirmada hareketli faz pH’si, iyonlagabilen bilesiklerin
ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Bilindigi gibi kapasite faktorii, ¢oziinenin notral
ve iyonik formlarmin kapasite faktorlerinin hareketli fazda bu formlarin mol

kesirlerine gore agirlikl ortalamasidir.

S1v1 kromatografide kullanilan hareketli fazlarin pH’s1, 6nceleri sulu ¢ézeltinin pH’s1
olarak alinmigtir. Oysa HPLC c¢alismalarinda su higbir sekilde tek basina hareketli
faz olarak kullanilamaz. Tampon ¢6zelti halinde veya bir organik modifiyer ile

birlikte kullanilir. Bundan dolay1 organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini goz
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Oniine almak gerekir (Roses ve ark., 1996; Augiar de ve ark., 1997). HPLC hareketli
fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu
ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Barbosa ve ark.,
1999; Barbosa ve Sanz-Nebot, 1995; Covington ve ark., 1985). Sulu faz pH’smnin
Olcimii ¢cok daha kolaydir, ancak su organik ¢oziicii karistminda elektrolitin
iyonlagmasi se¢imli solvasyona ¢ok bagimlidir ve ¢oziinene gore degisir. Bu nedenle
HPLC hareketli fazina ve su ortamina ait pK veya pK, degerleri farklidir (Bosch ve
ark., 1998). Organik ¢oziicli-su karigimlarinda ortamin dielektrik sabitinin azalmasi
nedeniyle aktivite katsayilari dikkate alinmaktadir. pH’nin sudaki pH yerine hareketli
fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢oziinenin tutulmasi ile pH arasindaki iligkiye ¢ok

daha iyi uyum gostermektedir.

Su-organik c¢oziicii karigimlarinda elektrot kalibrasyonu igin referans deger pH
standart ¢ozeltisi (RVS) olarak 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat (KHP) ¢ozeltisi
kullanilmaktadir (Rondinini ve ark., 1987). Asetonitril-su ortaminda (% 70’¢ kadar)
potasyum hidrojen fitalat tamponu i¢in ¢esitli sicakliklarda standart pH degerleri

belirlenmistir ve degerler Cizelge 2.4’de verilmistir (Rondinini ve Nese, 1987).

Cizelge 2.4. Asetonitril-su karisiminda 0,05 M KHP i¢in pHs degerleri

t,°C Asetonitrilin agirlikca yiizdesi, % w/w ve mol kesri, x
5;0,0226 | 15;0,0719| 30; 0,1583| 50; 0,3050| 70; 0,5059
15 4,163 4,533 5,001 5,456 6,159
25 4,166 4,533 5,000 5,461 6,194
40 4,178 4,542 5,008 5,475 6,236

Asetonitril-su ve metanol-su gibi ¢oziicii karisimlarinda standart referans tampon
cozeltilerinin bu ortamlara ait pH degerleri, pHs, bilindigi i¢in bu karigimlarda pH

6l¢timleri pH’ nin tanimina uygun olarak asagidaki bagint1 dikkate alinarak yapilir.
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X

pHy =pHg +——*
g (2.10)

Burada pHy, X ¢6zeltisinin pH degeri, pHs, referans standart ¢ozeltinin pH degeri, Es
ve Ey sirasiyla referans standart ¢ozeltinin ve X ¢ozeltisinin e.m.k degerleri ve g,

Nerst sabitidir (g = (In10)RT/F).

Hareketli fazin pH’s1, alikonmanin anlagilmasinda son derece onemlidir. Hareketli
faz pH’s1, ¢oziinenlerin iyonlasma derecesini, durgun faz ve hareketli faz katkilarinin
davraniglarin1 etkiledigi i¢in segiciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir.
Hareketli fazin pH optimizasyonu, ¢oziicli bilesiminin optimizasyonundan ¢ok daha
komplikedir. Zira pH’ nin degismesi ile sadece iyonlasan ¢oziinen yapilarin segicilik
ve alikonma ozellikleri degismez, ayn1 zamanda pik genisligi ve pik simetrisi de
degisir. Bu nedenle ayirmanin hesabinda pik simetrisinin de goz Oniine alinmasi

gerekir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde  bilesiklerin iyonlagma sabitlerinin spektroskopik ve HPLC yontemiyle
tayininde ve bu bilesikler i¢in ayirmanin optimizasyonunda kullanilan cihazlar ve

kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.
3.1. Kullanilan Cihazlar

Yiiksek performans sivi kromatografisi cihazi

Calisilan bilesiklerin s1vi kromatografik davraniglarinin incelenmesinde ve iyonlagsma
sabitlerinin tayininde, Shimadzu marka HPLC cihazi kullanilmistir. Sistemde, sistem
kontrol iinitesi (CBM 20A), pompa (LC20 AD), dedektor (SPDM 20A Foto Diyod
Dizi), kolon firin1 (CTO 20 AC) ve gaz giderme tinitesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.
Optimum kosul 25°C olarak tespit edilmistir.

Calismada X Terra C-18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm ID) kolonu kullanilmistir.
Ayirmada X Terra C-18 kolonda gerceklestirilmistir. Bu kolon bazik bilesikler i¢cin
siklikla kullanilan pH aralig1 1-12 olan, end-capped yeni kusak bir kolondur.

pH /Iyon metre

Spektrofotometrik titrasyonlarda ve HPLC mobil fazinin pH 6l¢iimlerinde Metleer
Toledo MA 235 pH/ iyon analiz cithaz1 kullanilmistir. Hanna HI 1332 Ag/AgCl
kombine cam elektrottan yararlanilmistir. pH 6l¢iimlerinde sabit sicaklik su banyosu
(HETO CBN 8-30 ve HETO HMT 200 sicaklik kontrol {initesi) kullanilarak, 25°C =+
0,1°C sicaklikta, ¢alisiimistr.

UV spektrofotometresi

Spektroskopik titrasyonlar, Perkin Elmer Lambda 25 model cihaz kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu
tezde calisilan bilesikler Cizelge 3.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

Kapal formiil ve Maksimum
Bilesik adi p wor . absorbans yaptig1
mol kiitlesi
dalga boyu
C24H,,CILN,0S
Fentikonazol 455,4 g/mol 210 nm
CssH3CI:NgO,
ftrakonazol 210 nm
705,64 g/mol
C26H2sCIoN,O4
Ketokonazol 210 nm
531,43 g/mol
C18H1.CLuN,O
Mikonazol 210 nm
416,129 g/mol
C;H1,CIN;O4
Ornidazol 318 nm
219,63 g/mol
CgH13N30,S
Tinidazol 210 nm
247,27 g/mol
C16H13C|3N208
Tiokonazol 210 nm
387,71 g/mol
C1sH15CI4N30,
izokonazol nitrat 210 nm
479,15 g/mol

Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve ozellikleri, Cizelge 3.2°de

verilmisgtir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Kullanim amaci Aciklama
) ) Mobil faz pH’sinin Merck, analitik
Sodyum hidroksit

ayarlanmasinda saflikta

Urasil Kolonda tutunmayan tiiriin kolonu Merck, analitik
rasli
terk etme zamanini belirlemede saflikta
Merck

Potasyum hidrojen o _ o
pH metre icin kalibrasyon ¢ozeltisi (Referans Deger

fitalat
Standardi)
o Su ile ikili karigimlart halinde Merck , HPLC
Asetonitril
calisilan ortam safliginda
_ o Hiicre kalibrasyonu, baz Merck, analitik
Hidroklorik asit o
¢ozeltisinin ayarlanmasinda saflikta
] ] ] Merck, ayarl ¢ozelti
Potasyum hidroksit Titrant o
(Titrisol)
. Merck, analitik
Potasyum klortir Iyonik siddet ayarlayici
saflikta
o Hareketli faz pH’sinin Merck, analitik
Fosforik asit
ayarlanmasinda kullanilmistir. saflikta

3.3. Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. Spektroskopik titrasyonlar
Su ortami

30 mL’lik stok ortam i¢in 27 mL saf su alinmuis, tizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden

ilave edilmistir.
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%10 (h/h) Asetonitril -Su ikili karisimi

30 mL’lik stok ortam i¢in 24 mL saf su alinmus, lizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden
ve 3 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su

ikili karisimlarinda hacim biizilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.

%20 (h/h) Asetonitril -Su ikili karisimi

30 mL’lik stok ortam i¢in 21 mL saf su alinmuis, tizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden
ve 6 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su

ikili karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.

Iyonik siddet ayarlayici

Her bir ortamda iyonik siddeti ayarlamak tizere KCIl kullanilmistir. Bu amacla
yukarida hazirlanis1 belirtilen ¢oziicii karisimina 0,1 M derisimi saglayacak sekilde 1

M’lik KCI ¢6zeltisinden ilave edilmistir.

Asit ¢ozeltisi

1 M standart hidroklorik asit (Titrisol) ¢ozeltisi, ortamin organik modifiyer ylizdesine

uygun olarak 0,1 M’a seyreltilmistir.

Baz ¢ozeltisi

1 M standart KOH (Titrisol) ¢ozeltisi, ¢alisilan organik modifiyer-su ikili
karisitminda 0,025 M olacak sekilde seyreltilerek, asit ¢ozeltisi ile ayarlanmis ve

titrant olarak kullanilmistir.

Potasyum Asit Fitalat cozeltisi

2.10° M KHP ¢ozeltisi ¢alisilan ortama uygun sekilde hazirlanmig ve KOH ayarinda

kullanilmistir.

Hag cozeltileri

alismada kullanilan tiim ilag¢ ¢ozeltileri, yaklasik 1. olacak sekilde ¢alisilan
1 da kullanilan tim ilag ¢ozeltileri, yaklasik 1.10° M olacak sekilde calisil

ortamda hazirlanmistir.
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3.3.2. Kromatografik calismalar

Calisilan bilesiklerin HPLC ayiriminda kullanilan ¢ozeltileri

Calisilan bilesiklerin her birinden 0,0025 g, 25 mL asetonitrilde ¢oziilerek 100
ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmislerdir. Her bir stok
cozeltiden 10 ppm olacak sekilde hareketli faz ile seyreltmeler yapilmis ve
hazirlanan c¢alisma ¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina enjekte
edilmistir. Her bir bilesik icin ikiser kez enjeksiyon yapilarak ortalama alikonma

zamanlar belirlenmistir.

%65 (h/h) Asetonitril-Su ikili karisimi

200 mL hareketli fazin hazirlanmasinda 130 mL asetonitril alinmis ve tizerine 70 mL
su ilave edilmistir. Hareketli faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO4(%85 (a/a);
98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril
bulunduran su-asetonitril karisiminda hazirlanmis, NaOH’den (1 M), istenilen pH’ye

getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

%70 (h/h) Asetonitril-Su ikili karisimi

200 mL hareketli fazin hazirlanmasinda 140 mL asetonitril alinmis ve {izerine 60 mL
su ilave edilmistir. Hareketli faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO4(%85 (a/a);
98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama aymi derisimde asetonitril
bulunduran su-asetonitril karigiminda hazirlanmig, NaOH’den (1 M), istenilen pH’ye

getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

Urasil cozeltisi

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

zamani belirlenmistir. Calisma dalga boyu 254 nm’dir.
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Potasyum Hidrojen Fitalat ¢ozeltisi

CsH4(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. 2
saat 110°C’da kurutulmustur. 0,05 molal derisimde hazirlanmis ve calisilan ortamlara

0zgii pH referans degerleri kullanilmistir.

Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklar1 giin hazirlanmiglardir.
3.4. Yontem

3.4.1. Spektroskopik titrasyonlar

Spektroskopik ¢alismalarda;

Potasyum asit fitalat ¢ozeltisi kullanilarak KOH ¢ozeltisinin ayari, HCI ¢ozeltisinin
ayarl baz ile titrasyonu ve bdylece elektrodun Eq ve egim degerlerinin hesaplanmast,
1,0.10° M’lik galisilan bilesigin su, %10 (Wh), %20 (h/h) asetonitril-su ikili
karisiminda hazirlanan  ¢ozeltilerinin  titrasyonu, titrasyonla ilgili verilerin
degerlendirilmesi ve STAR programi ile pK, degerinin tayini (Arastirma

bulgularinda verilmistir) yapilmustir.

Bilesiklerin protonasyon sabitlerinin spektroskopik yontemle tayininde su, %10 (h/h)
ve %20 (h/h) asetonitril-su ikili karisiminda calisilmistir. Bu ortamlarda iyonik
siddeti ayarlamak iizere KCIl kullanilmistir. KCI1 derisimi 0,1 M olacak sekilde
ayarlanmistir. Calisilan ortamlarda kullanilan ¢6ziicii karigiminda, 6nce KHP
cozeltisi ile KOH derisimi ayarlanmis ve bu ayarli baz ile asit ¢ozeltisi titre
edilmigtir. Bu titrasyonlar ile, mV degerlerinden pH degerlerine gegebilmek i¢in E,
standart potansiyeli belirlenmistir. Bu amagla kuvvetli asitlere 6zgli Gran fonksiyonu

kullanilmistir.

Bilesiklerin protonlanmig 1,0.10° M’lik ¢ozeltilerinden 30 mL, ¢ift cidarli hiicreye
konulmus ve cesitli pH’ larda spektrum taramalari alinmistir. Spektrumlar tek tek

kaydedilmis ve STAR programi ile pK, degerleri hesaplanmustir.
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3.4.2. HPLC yonteminin optimizasyonu

HPLC sistemine bilesikleri enjekte etmeden Once, sistemin dengelenmesi ve
kanallarda bulunan havanin giderilmesi amaciyla hazirlanan hareketli faz kanallardan

gecirilir. Boylece kolon sartlandirilir ve sistem basinci uygun hale getirilir.

Gelistirilecek yontem i¢in en iyi ayirimin saglanmasi amaciyla optimum
kromatografik kosullar saptanmistir. Bu amagla fentikonazol, izokonazol,
ketokonazol, mokonazol ve tiokonazoliin ters-faz sivi kromatografisiyle ayiriminda;
sabit faz se¢imi, hareketli faz organik diizenleyici orani (asetonitril orani; %65 ve
%70 (h/h)), hareketli fazin pH se¢imi (3,0-8,0 aras1), ve hareketli fazin akis hizinin
(1,0 mL/dk) etkileri incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cahsilan Bilesiklerin ACD-Lab ve SPARC Program ile Hesaplanan

Iyonlasma Sabitleri

Calisilan bilesiklerin pK, degerlerinin hesaplanmasinda ACD Lab (ACD/pK,) ve
SPARC programi kullanilarak molekiiliin yapisina bagli olarak beklenen degerler
hesaplanmistir. Bu hesap programi, substitue gruplarin etkisini de inceleyerek olasi
iyonlagsma formlarin1 vermektedir. Ancak bilindigi gibi elde edilen veriler su ortami

i¢indir.

[zokonazol icin iyvonlasma sabiti

Izokonazol igin iyonlasma semasi Sekil 4.1°de iki asamali olarak verilmistir.
Izokonazol’un SPARC programu ile hesaplanan pK, degerleri 5,57 olarak verilmistir.

ACD Lab degeri ise 6,66 (0,12) dir.

Cl
Cl

—_— T + H;O"

cl Cl

Cl
Cl

Sekil 4.1. Protonlanmis izokonazol iyonlasma semasi

Itrakonazol icin iyvonlasma sabiti

Itrakonazol i¢in iyonlasma semas: Sekil 4.2°de verilmistir. Itrakonazol’un SPARC
programi ile hesaplanan pK, degeri 4,22 olarak verilmistir. ACD Lab degeri ise 5,13
(0,40) diir.
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N

N Y N
N N, 3
J

|-|scl J? {) HO |-|3cl o )

HaC N <> A <:> A 7@\ 3 0.

3 NN N°N 0 gl q HC HJ(N_Q_N/—\N@_O |.&ml + HO*
v (- Cl C

Sekil 4.2. Protonlanmis itrakonazol iyonlagma semasi

Ketokonazol icin ivonlasma sabiti

Ketokonazol i¢in iyonlasma semasi iki asamali olarak Sekil 4.3’de verilmistir.
Ketokonazolun SPARC programi ile hesaplanan pK; degerleri 2,57 ve 5,50 olarak
verilmistir. ACD Lab degerleri ise 2,92 (0,40) ve 6,54 (0,12) diir.

N
J 8

¢\
— o A,
! il H,0 g +
S o N o OO SO o
—/ H cl H Cl

N
3
¢y s

o
o
o / N\ 7/"' H,0 o, M\ \/I,
N NO—O\;—Q X > N—Qo 0 ot H30*
\ / S Cl N/ S Cl
H cl cl

Sekil 4.3. Protonlanmis ketokonazol iyonlagma semast

Mikonazol icin iyonlasma sabiti

Mikonazol igin iyonlagsma semast Sekil 4.4’de verilmistir. Mikonazolun SPARC
programi ile hesaplanan pK, degeri 5,57 olarak verilmistir. ACD Lab degeri ise 6,66
(0,12) dir.
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cl Cl

cl | —> cl

L ¢
J

Sekil 4.4. Protonlanmis mikonazol iyonlagma semasi

Ornidazol icin iyonlasma sabiti

Ornidazol i¢in iyonlagma semas: iki asamali olarak Sekil 4.5’de verilmistir.
Ornidazolun SPARC programi ile hesaplanan pK, degerleri 2,08 ve 12,47 olarak
verilmistir. ACD Lab degeri ise 2,72 (0,35) dir.

Cl Cl
-0 OH HZO o) OH + H30+
A — 5
J \ 7 c \  /
N* N
Cl Cl
OH o) .
(6] HZO (@] + Hgo

Sekil 4.5. Protonlanmis ornidazol iyonlagsma semast

Tinidazol icin iyonlasma sabiti

Tinidazol icin iyonlagsma semasi Sekil 4.6’de verilmistir. Tinidazolun SPARC
programi ile hesaplanan pK, degeri 1,59 olarak verilmistir. ACD Lab degeri ise 2,30
(0,34) dur.
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HsC
s o HsC N \\o
o—s——o S SR
H3C) H c)
3

Sekil 4.6. Protonlanmis tinidazol iyonlasma semasi

Tiokonazol icin iyonlasma sabiti

Tiokonazol icin iyonlagsma semasi Sekil 4.7°de verilmistir. Tiokonazolun SPARC
programi ile hesaplanan pK; degeri 5,60 olarak verilmistir. ACD Lab degeri ise 6,71
(0,12) dir.

/~%m

Sekil 4.7. Protonlanmis tiokonazol iyonlasma semasi

e}

Fentikonazol icin ivonlasma sabiti

ACD Lab degeri ise 6,69 (0,12) dur.
4.2. Ilaglarin Spektroskopik Yontemle iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Su ortaminda titrasyonlar

Fentikonazol, itrakonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol, ornidazol, tinidazol
ve tiokonazol su ortaminda spektroskopik titrasyonlar1 yapilarak pK, degerleri
hesaplanmigtir. Kalibrasyon i¢in 2. 10° M potasyum asit fitalat ¢ozeltisi su ortaminda

hazirlanarak 0,025 M KOH ile titre edilerek ayarlanmistir. Ayarli KOH ¢ozeltisi ile
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HCI (30 mL) ¢ozeltisi (0,1 M KCl) titre edilerek Eq ve egim degerleri hesaplanmaistir.
Bu deney ii¢ kez tekrar edilerek iic deneyin ortalamasi alinmistir. Asagida, ornek
olarak KOH-HCI titrasyonu igin ¢izilen pH- mV grafigi verilmistir. Bu grafikten
goriilecegi iizere egim 59,369; Eg ise 407,35’ dir.

300

250 A

y =-59,369x + 407,35
200 - R? =0,9996

150

100 -

50

Sekil 4.8. Su ortaminda HCI-KOH titrasyonu i¢in ¢izilen pH-mV grafigi

Spektrofotometrik yontemde bilesikler pH 1-9 arasi titre edilmis ve yaklagik 25 (0,3

pH birimi aralig1 ile) spektrum taramasi alinmstir.

Farkli pH’larda spektrum taramalar1 asagida verilmistir.
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Sekil 4.9. Su ortaminda fentikonazol i¢in elde edilen spekturum taramasi

03
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049

0,29

0

01
190 200 260 300 350 400

Sekil 4.10. Su ortaminda ketokonazol i¢in elde edilen spektrum taramasi



54

—y
-1 ‘ , ‘ , ,
190 200 250 300 350 400
MM
1,0
0
0
07
0
05
ey
041
0.3
0.2
0,1
o0
0,1
190 200 260 300 350 400
nm

Sekil 4.12. Su ortaminda tiokonazol i¢in elde edilen spekturum taramasi

Verilerin degerlendirilmesinde STAR (Beltran vd., 1993) programi kullanilmistir. Bu
program, her bir spektrum ve dalga boyu icin deneysel ve hesaplanan absorbans
degerleri arasinda minimum farki elde edene kadar, Gauss-Newton algoritmasini

kullanarak, iyonlagma sabitlerini hesaplar. Kullanilan denklem asagida verilmistir:
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ns nw

Uabs =222 (A ij.exp — A i,j,calc)2 (4.1)
i=1 j=1

Burada ns ve mw sirasiyla spektrum ve dalga boyunun sayisini, A jjep V€ A ijcalc,
spektrum i’ deki j dalga boyu i¢in deneysel ve hesaplanan absorbans degerlerini
gosterir. Hesaplanan absorbans degerleri {i¢ basamakla elde edilir: Program once
tahmin edilen iyonlagma sabiti ve deneysel sartlara gore her bir spektrum igin kiitle
denkliklerini ¢ézer. Sonra ¢oklu lineer regresyon prosediirii, her bir bilinmeyen tiiriin
molar absorbansini tayin eder ve son olarak da absorbans degerleri, tahmin edilen

tiirlerin derisimi ve ilgili olan molar absorbanslardan tekrar hesaplanir.

STAR programu ile gizilen grafikler sirasi ile asagida verilmistir.

ABSORBANCE

4 1.5000

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

| ! 1 ] wavelength (nm)
211.0 236.2 2614 2866 311.8 337.0

Sekil 4.13. Su ortaminda fentikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi



ABSORBANCE

4 1.0000
0.0000
L L 1 I I — wavelength (nm)

205.0 231.4 257.8 284.2 310.6 337.0

Sekil 4.14. Su ortaminda itrakonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 2.5000

4 2.0000

\\\ Iz
/ '

wavelength (nm)

217.0 241.0 265.0 289.0 313.0 337.0

Sekil 4.15. Su ortaminda izokonazol nitrat i¢in elde edilen STAR grafigi



ABSORBANCE

4 1.5000

i \\\\ 4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 t 3 — wavelength (nm)
211.0 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

Sekil 4.16. Su ortaminda ketokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 1.5000

y =

wavelength (nm)

208.0 233.8 259.6 2854 311.2 337.0

Sekil 4.17. Su ortaminda mikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi



ABSORBANCE

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 1 1 wavelength (nm)
202.0 229.0 256.0 283.0 310.0 337.0

Sekil 4.18. Su ortaminda ornidazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 1 1 wavelength (nm)
202.0 229.0 256.0 283.0 310.0 337.0

Sekil 4.19. Su ortaminda tinidazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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ABSORBANCE

1.0000

4 0.5000
0.0000
L 1 1

wavelength (nm)

208.0 233.8 2596 2854 311.2 337.0

Sekil 4.20. Su ortaminda tiokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

% 10 ACN-su (h/h) Karisiminda Titrasyonlar

Fentikonazol, itrakonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol, ornidazol, tinidazol
ve tiokonazol %10 (h/h) su-asetonitril ikili karisimlarinda spektroskopik titrasyonlari
yapilarak su-asetonitril karistminda pK, degerleri hesaplanmistir. Kalibrasyon i¢in
2.10° M potasyum asit fitalat ¢ozeltisi %10 ACN-su ortaminda hazirlanarak 0,025 M
KOH ile titre edilerek ayarlanmistir. Ayarli KOH ¢ozeltisi ile HC1 (30 mL) ¢ozeltisi
(0,1 M KCI) titre edilerek Eo ve egim degerleri hesaplanmistir. Bu deney ii¢ kez
tekrar edilerek {i¢ deneyin ortalamasi alinmistir. Asagida, 6rnek olarak KOH-HCI
titrasyonu i¢in ¢izilen pH- mV grafigi verilmistir. Bu grafikten goriilecegi lizere egim
58,817; Egise 408,56’ dir.
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300

2 n
50 y =-58,817x + 408,56

R?=0,999
200 -

150 -
mV
100

50

Sekil 4.21. % 10 ACN-su ortaminda HCI-KOH titrasyonu ig¢in ¢izilen pH-mV grafigi

Farkli pH’larda spekturum taramalar1 asagida verilmistir.

Sekil 4.22. %10 ACN-su (h/h) ortaminda itrakonazol i¢in elde edilen spekturum
taramasi



09

0

07

0B

0.5

0.4

0.3

0.4

0.1

0

0.1
190 200 250 300 350 400

Sekil 4.23. %10 ACN-su (h/h) ortaminda izokonazol i¢in elde edilen spekturum
taramasi
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Sekil 4.24. %10 ACN-su (h/h) ortaminda ornidazol i¢in elde edilen spekturum
taramasi
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Sekil 4.25. %10 ACN-su (h/h) ortaminda tinidazol i¢in elde edilen spekturum
taramasi

STAR programu ile gizilen grafikler sirasi ile asagida verilmistir.

ABSORBANCE

4 1.5000

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 1

; wavelength (nm)
214.0 238.6 263.2 287.8 312.4 337.0

Sekil 4.26. %10 ACN-su (h/h) ortaminda fentikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi




ABSORBANCE

=

L 1 1 1 )
2110 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

4 1.0000

0.7500

0.5000

0.2500

0.0000

wavelength (nm)
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Sekil 4.27. %10 ACN-su (h/h) ortaminda itrakonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

=
e

L 1 1 1 1
235.0 255.4 275.8 296.2 316.6 337.0

Sekil 4.28. %10 ACN-su (h/h) ortaminda izokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

4 0.7500

4 0.5000

4 0.2500

0.0000

wavelength (nm)
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ABSORBANCE

4 2.5000

s .

L 1 1 T T wavelength (nm)
2110 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

Sekil 4.29. %10 ACN-su (h/h) ortaminda ketokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 3.0000

| ==

wavelength (nm)

208.0 233.8 259.6 285.4 311.2 337.0

Sekil 4.30. %10 ACN-su (h/h) ortaminda mikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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ABSORBANCE

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 1 1 wavelength (nm)
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Sekil 4.31. %10 ACN-su (h/h) ortaminda ornidazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 1.0000

4 0.5000

0.0000

L 1 1 1 1 wavelength (nm)
202.0 229.0 256.0 283.0 310.0 337.0

Sekil 4.32. %10 ACN-su (h/h) ortaminda tinidazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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ABSORBANCE

L L L I i7d wavelength (nm)
211.0 236.2 2614 2866 311.8 337.0

Sekil 4.33. %10 ACN-su (h/h) ortaminda tiokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

% 20 ACN-su (h/h) karisiminda titrasyonlar

Fentikonazol, itrakonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol, ornidazol, tinidazol
ve tiokonazol %20 (h/h) su-asetonitril ikili karisimlarinda spektroskopik titrasyonlart
yapilarak su-asetonitril karigiminda pKdegerleri hesaplanmistir. Kalibrasyon ig¢in
2.10° M potasyum asit fitalat ¢dzeltisi %20 ACN-su ortaminda hazirlanarak 0,025 M
KOH ile titre edilerek ayarlanmigtir. Ayarlit KOH ¢6zeltisi ile HCI (30 mL) ¢6zeltisi
(0,1 M KCI) titre edilerek Eq ve egim degerleri hesaplanmistir. Bu deney ¢ kez
tekrar edilerek li¢ deneyin ortalamasi alinmistir. Asagida, 6rnek olarak KOH-HCI
titrasyonu i¢in ¢izilen pH- mV grafigi verilmistir. Bu grafikten goriilecegi lizere egim

59,144, Egise 412,24’ dir.
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Sekil 4.34. % 20 ACN-su ortaminda HCI-KOH titrasyonu i¢in ¢izilen pH-mV grafigi

STAR programu ile ¢izilen grafikler sirasi ile asagida verilmistir.

ABSORBANCE

1.5000

R,

0.0000

L 1 1 1 wavelength (nm)
220.0 243.4 266.8 290.2 313.6 337.0

Sekil 4.35. %20 ACN-su (h/h) ortaminda fentikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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0.0000

L 1 L 1 wavelength (nm)
211.0 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

Sekil 4.36. %20 ACN-su (h/h) ortaminda itrakonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 0.5000

4 0.2500

0.0000
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%
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wavelength (nm)

235.0 255.4 275.8 296.2 316.6 337.0

Sekil 4.37. %20 ACN-su (h/h) ortaminda izokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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ABSORBANCE

4 3.0000

4 2.0000
-4 1.0000
0.0000

L 1 1 i wavelength (nm)
211.0 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

Sekil 4.38. %20 ACN-su (h/h) ortaminda ketokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 2.5000

2.0000

| -

wavelength (nm)

211.0 236.2 261.4 286.6 311.8 337.0

Sekil 4.39. %20 ACN-su (h/h) ortaminda mikonazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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L 1 1 1 1 wavelength (nm)
205.0 231.4 257.8 284.2 310.6 337.0

Sekil 4.40. %20 ACN-su (h/h) ortaminda ornidazol i¢in elde edilen STAR grafigi

ABSORBANCE

4 2.0000
4 1.5000
4 1.0000

=

0.0000

L 1 1 1 1 wavelength (nm)
202.0 229.0 256.0 283.0 310.0 337.0

Sekil 4.41. %20 ACN-su (h/h) ortaminda tinidazol i¢in elde edilen STAR grafigi
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ABSORBANCE

1.0000

k& :::::

L 1 L wavelength (nm)
208.0 233.8 259.6 285.4 311.2 337.0

Sekil 4.42. %20 ACN-su (h/h) ortaminda tiokonazol i¢in elde edilen STAR grafigi

4.3. HPLC Yéntemiyle iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Bu bdlimde fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol su-
asetonitril ikili karisgimlart  kullanilarak  gerceklestirilen sivi  kromatografik
caligmalarinda hareketli fazin pH’sia kars1 kapasite faktorlerinin grafikleri asagida
verilmistir. Bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin tayininde NLREG programi
kullanilmistir (Sherrod, 2003). Calisilan bilesiklerin NLREG grafikleri, %65, %70
(h/h) asetonitiril-su karisimda elde edilmistir. Calismada kolonun da pH sinirlamasi

g0z Oniine alinarak pH 3,0-8,0 aralig1 se¢ilmistir.

Calisilan bilesiklerin % 65(h/h) asetonitril - su ikili karisiminda HPLC yontemi ile

tayini

Fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol igin %65 (h/h) su-
asetonitril ikili karisimlarinda pH 3,0-8,0 araliginda elde edilen grafikler sirasiyla

Sekil 4.43, Sekil 4.44, Sekil 4.45, Sekil 4.46 veSekil 4.47 *da verilmektedir.
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pKa determination by k' LC
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Sekil 4.43. Fentikonazolun %65 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi

pKa determination by k' LC
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Sekil 4.44. izokonazolun %65 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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pKa determination by k' LC
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Sekil 4.45. Ketokonazolun %65 (h/h) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi

pKa determination by k' LC
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Sekil 4.46. Mikonazolun %65 (h/h) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi
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pKa determination by k' LC
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Sekil 4.47. Tiokonazolun %65 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi

Calisilan bilesiklerin % 70(h/h) asetonitril - su ikili karissmmmda HPLC yontemi ile
tayini

Fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol igin %70 (h/h) su-
asetonitril ikili karigimlarinda pH 3,0-8,0 araliginda elde edilen grafikler sirasiyla

Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51 ve Sekil 4.52 *de verilmektedir.

pKa determination by k' LC
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Sekil 4.48. Fentikonazolun %70 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagsma

basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 4.49. izokonazolun %70 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi

pKa determination by k' LC
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Sekil 4.50. Ketokonazolun %70 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagsma

basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 4.51. Mikonazolun %70 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi

pKa determination by k' LC
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Sekil 4.52. Tiokonazolun %70 (h/h) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi
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4.4. Fentikonazol, izokonazol, Ketokonazol, Mikonazol ve Tiokonazol icin

Gelistirilen HPLC-DAD Yontemine Ait Analiz Bulgular
4.4.1. HPLC sisteminin optimizasyonu

Calisilan ilaglarin HPLC yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, oncelikle sabit faz 6zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik ¢api, silika
tiiri agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz organik diizenleyicisinin
secimi, hareketli faz organik ¢dziicii tiirliniin ve oraninin etkisi ve akis hizinin etkileri

incelenmistir.

Sabit faz secimi

Gelistirilen yontemde HPLC ile analiz i¢in iki farkli sabit faz (kolon) denenmistir.
Kolon se¢imi sirasinda hareketli faz tampon ¢ozeltisi olarak fosforik asit (pH 5,5),
hareketli faz olarak asetonitril:su, 65:35 (h/h) oranlarinda karistirtlarak kullanilmistir.

Kolon sicakligi 20°C, hareketli faz akis hiz1 1 mL/dk olarak belirlenmistir.

Fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazolun yukarida verilen
sartlarla kullanilan kolonlar sirasiyla Gemini 3U C-18 (250 mm x 4,6 mm) ve X
Terra C-18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm ID) dir. Bu bilesikler i¢in elde edilen alikonma
zamanlari, pik sekilleri ve kuyruklanma faktorleri dikkate alinarak X Terra C-18
kolon tercih edilmistir. Bu kolonda silanol gruplari polar kapatilmis olup bazik
bilesikler igin 6zellikle kullanilmalidir. Klasik silika-bazli kolonlara gore daha genis
pH ve sicaklik kararliligina sahiptir. Bu kolonun avantajlart; bazik analitler 6nemli
bir problem olan pik seklinde diizelme ve buna bagl olarak kuyruklanma faktdriinde

azalma ve yliksek pH karalilig1 (pH 2-12) dur.

Hareketli fazin belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik c¢oziicli oraninin

etkisi, hareketli fazin pH’s1, akis hiz1 ve kolon sicakliginin etkileri incelenmistir.
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Hareketli fazin organik coziici yizdesinin belirlenmesi

Iyi bir ayirim igin en uygun asetonitril oranmnin saptanmasi amaciyla hareketli faz
¢Oziicii igerigi hacimce % 65 ve % 70 olacak sekilde degistirilmistir. Hareketli faz
oraninin incelenmesi c¢alismalarinda, 15 mM, HsPO, (pH=5,5 ve pH=6) igeren
hareketli faz (1 mL/dk) 25°C kolon sicakliginda kullanilmistir. Hareketli fazin
fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazoliin alikonmasindaki

etkileri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calisilan bilesiklerin pH=5,5 de, ¢esitli ACN-H,0O ortamlart i¢in
kromatografik verileri (tr: alikonma zamani, k: kapasite faktorti,
ausecicilik)

% 65 % 70
Bilesik adi tr Kk o tr Kk a
Ketokonazol 3,096 0,257 - 2,927 0,172 -

Tiokonazol 4,795 0,947 | 3,679 4,124 0,652 3,777

Izokonazol 5,325 1,163 | 1,227 | 4,505 0,805 1,234

Mikonazol 6,305 1,561 | 1,342 5,166 1,069 1,329

Fentikonazol 8,292 2,367 | 1,517 6,511 1,608 1,504
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Cizelge 4.2. Caligilan bilesiklerin pH=6 da, gesitli ACN-H,O ortamlari i¢in
kromatografik verileri (tr: alikonma zamani, k: kapasite faktorti,
o segicilik)

% 65 % 70
Bilesik adx tr Kk o tr k a
Ketokonazol 3,463 0,407 - 3,211 0,307 -

Tiokonazol 5,653 1,297 | 3,185 | 5,134 1,090 3,547

Izokonazol 6,811 1,767 | 1,363 5,71 1,325 1,215

Mikonazol 7,727 2,140 | 1,210 | 6,803 1,770 1,336

Fentikonazol 10,18 3,136 | 1,466 | 8,448 2,440 1,378

Fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol karisimlarinin ayri
ayr1 analizlerinde toplam analiz siiresi géz Oniine alinarak %65 (h/h) ACN-su

karisimi ¢alismalarda hareketli faz olarak kullanilmistir.

Hareketli faz pH’s1, akis hiz1 ve kolon sicakligmin belirlenmesi

Bu calismanin ilk asamasinda bilesiklerin pK, degerlerinin belirlenmesi bize pik
sekillerinin en diizgiin ve ayrimin en net oldugu pH’nin se¢ilmesi i¢in yardimei
olmustur. Diger kosullar sabit tutulup (%65 ACN, 15 mM H3PO,; 1 mL/dakika)
hareketli faz pH’s1 5,5 ve 6,5 degerlerine ayarlanmigtir. Pik simetrileri incelenerek
pik sekillerinin en diizgiin ve alikonma zamanlarinin uygun oldugu pH degeri 5,5 ve
6 olarak sec¢ilmistir. Bu pH degerinde ¢alisilan bilesikler icin, etkin tabaka sayisi,
ayirma giicii ve kuyruklanma faktorii degerleri Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°de

verilmistir.



kromatografik verileri

Cizelge 4.3. Calisilan bilesiklerin pH=5,5 de ¢esitli ACN-H,0O ortamlar1 i¢in

Kolon Ayirma Gici | Kuyruklanma
Bilesik Adi Etkinligi (N) (Ry) Faktorii
Ketokonazol 3217 - 1,234
Tiokonazol 7447 7,644 1,136
[zokonazol 7556 2,163 1,177
Mikonazol 7983 3,472 1,112
Fentikonazol 9337 5,788 1,133

kromatografik verileri

Cizelge 4.4. Calisilan bilesiklerin pH=6 da ¢esitli ACN-H,0 ortamlari igin

Kolon Ayirma Giicii | Kuyruklanma
Bilesik Adt Etkinligi (N) (Ry) Faktorii
Ketokonazol 4964 - 1,210
Tiokonazol 8499 8,928 1,117
[zokonazol 10346 4,323 1,103
Mikonazol 8532 2,737 1,327
Fentikonazol 10617 6,207 1,089

Sekil 4.53 ve Sekil 4.54’de bu kosullarda elde edilen kromatogramlar verilmistir.

80
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Sekil 4.53. Ketokonazol (2 pg/mL), tiokonazol (2 pg/mL), izokonazol (2 pg/mL),
mikonazol (2 pg/mL) ve fentikonazol (2 pg/mL) analizi i¢in elde edilen
kromatogram. (65:35 (v/v) ACN-su; 15 mM H3PO,4 pH =5,50; akis hiz1 1
mL/dk, kolon sicakligi 25°C). Goriintiileme 210 nm’de yapilmistir.
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Sekil 4.54. Ketokonazol (2 pg/mL), tiokonazol (2 pg/mL), izokonazol (2 pg/mL),
mikonazol (2 pg/mL) ve fentikonazol (2 pg/mL) analizi i¢in elde edilen
kromatogram. (65:35 (v/v) ACN-su; 15 mM H3PO,4 pH = 6,0; akis hiz1 1
mL/dk, kolon sicaklig1 25°C). Goriintiilleme 210 nm’de yapilmistir.
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5. SONUC

5.1. Ilaglarin pK, Degerlerinin Spektroskopik ve HPLC Yontemi fle Tayini

Bu c¢alismada, fentikonazol, izokonazol, itrakonazol, ketokonazol, mikonazol,
ornidazol, tinidazol ve tiokonazolun iyonlagsma sabitleri, spektroskopik ydntemle
tayin edilmistir. Spektroskopik metot, ¢oziiniirliigii ¢ok diisiikk olan maddelerin pK,
tayini i¢in ideal bir yontemdir ve bu yontem ile bilesiklerin su ortamlarinda pK,
tayinleri yapilabilmistir. Coziicli etkisini inceleyebilmek amaci ile %10 ve %20 (v/v)
ACN-su ikili karisimlarinda da calisilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde STAR
programi kullanilmistir. Her bir bilesik i¢in 3 titrasyon yapilmis olup degerler

standart sapmalariyla birlikte Cizelge 5.1’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Su, % 10 ve % 20 ACN-su (v/v) karisimina ait spektroskopik titrasyon
verileri (210-337 nm arasi)

Bilesikler ACDLAB/SPARC Su ortamu % 10 ACN —su % 20 ACN-su
Fentikanozol 6,69 5,791 (0,018) 5,589 (0,021) 5,401 (0,013)
izokanozol 6,66 5,57 5,910(0,026) 5,839 (0,073) 5,721 (0,017)
ftrakanozol 513 4,22 2,942(0,015) 3,126(0,006) 3,221(0,012)
2,92 2,57 3,449(0,042) 3,302(0,046) 3,203(0,090)
Ketokanozol
6,54 5,50 6,504(0,074) 6,302(0,045) 6,127(0,090)
Mikonazol 6,66 5,57 5,893 (0,024) 5,764 (0,034) 5,675 (0,023)
_ 2,72 2,08
Ornidazol 2,290(0,002) 2,210(0,002) 2,129(0,005)
12,47
Tinidazol 2,30 1,59 1,833(0,003) 1,760(0,003) 1,630(0,004)
Tiokanozol 6,71 5,60 6,615 (0,03) 6,553 (0,028) 6,452 (0,030)
Bu tez c¢alismasinda, fentikonazol, izokonazol, ketokonzol, mikonazol ve

tiokonazolun iyonlagma sabitleri %65 ve %70 (v/v) asetonitril-su ikili karigimlarinda
stv1 kromatografi yontemi ile tayin edilmistir. Tayin edilen pK, degerleri, hareketli
fazin pH degerini belirlemede olduk¢a onemlidir. Bilesiklerin alikonmalari, kapasite

faktorii (k)—pH grafikleri ile degerlendirilmistir. Beklenildigi gibi sigmoidal davranis
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gbzlenmis ve pK, degerlerinin hesaplanmasinda NLREG programi kullanilmstir.
Calisilan Dbilesiklerin tayin edilen pK, ve asidik-bazik ortamda program ile
hesaplanan kapasite faktorii degerleri standart sapmalariyla birlikte Cizelge 5.2° de

verilmigtir.

Cizelge 5.2. Fentikonazol, izokonazol, ketokonzol, mikonazol ve tiokonazoliin

iyonlagma sabiti degerleri

Bilesikler 70 % (v/iv) ACN 65 % (v/v) ACN
pKa kBH+ Kb pKa kBH+ kB
Ketokanozol 5,585 (0,057) | 0,032 (0,09) |0.500 (0.010) | 5,475 (0,098) | 0,098 (0,02) | 0.623(0.017)
Fentikanozol 5,749 (0,063) | 0,685(0,064) | 3,807 (0,074) | 5,642 (0,094) |1,215(0,116) | 4,876(0,126)
izokanozol 5,877 (0,049) | 0,407(0,025) | 1,987 (0,03) | 5,792 (0,082) | 0,585(0,059) | 2,805 (0,069)
Mikonazol 5,797 (0,034) | 0,463(0,023) | 2,509 (0,028) | 5,697 (0,087) |0,747(0,079) | 3,473 (0,088)
Tiokanozol 5,841 (0,032) | 0,289(0,013) | 1,600 (0,01) | 5,746 (0,077) | 0,439(0,043) | 2,134 (0,049)

Fentikonazol, izokonazol, ketokonazol, mikonazol ve tiokonazol karigimlarinin ayri
ayr1 analizlerinde toplam analiz siiresi géz Oniine alinarak %65 (h/h) ACN-su

karigimi ¢alismalarda hareketli faz olarak kullanilmistir.

Bu calismanin ilk asamasinda bilesiklerin pK, degerlerinin belirlenmesi bize pik
sekillerinin en diizglin ve ayrimin en net oldugu pH’nin segilmesi i¢in yardimeci
olmustur. Diger kosullar sabit tutulup (%65 ACN, 15 mM H3PO,4; 1 mL/dakika)
hareketli faz pH’s1 5,5 ve 6,5 degerlerine ayarlanmistir. Pik simetrileri incelenerek
pik sekillerinin en diizgiin ve alikonma zamanlarinin uygun oldugu pH degeri 5,5 ve
6 olarak secilmistir. Sonug olarak analiz icin belirlenen kromatografik sartlar; X
Terra C-18 ters faz kolonu, 65:35 (v/v) asetonitril-su; 15mM fosfat tamponu (pH=5,5
ve pH=6); akis hiz1 1 mL/dakikadir.
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