T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ZOFENOPRIL, ASEKLOFENAK VE DEKSKETOPROFENIN
pKa DEGERLERININ TERS FAZ SIVI KROMATOGRAFIK
YONTEMLE TAYINI

Nevzat CINAR

Damisman
Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

YUKSEK LiSANS TEZIi
KiMYA ANABILIM DALI
ISPARTA - 2016



© 2016 [Nevzat CINAR]



TEZ ONAYI

Nevzat CINAR tarafindan hazirlanan " Zofenopril, Aseklofenak ve
Deksketoprofenin pKa Degerlerinin Ters Faz Sivi Kromatografik Yontemle
Tayini " adl tez calismasi asagidaki jiiri tiyeleri dniinde Silleyman Demirel
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalrnda YOKSEK LiSANS

TEZI olarak bagari ile savunulmustur.

Damigsman Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK
Stileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Ebru CUBUK DEMIRALAY
Stileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Giilden BASYIGIT KILIC
Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Enstitii Miidiirii  Dog¢.Dr.Yasin TUNCER



TAAHHUTNAME

Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Nevzat CINAR

Bu=



ICINDEKILER

Sayfa

ICINDEKILER ..ottt en e s s s sanae s i
OZET ittt bbbt 1
ABSTRACT L. v
TESEKKUR .....coitiiiiiiiteisiiisisssetes sttt sttt bttt \Y
SEKILLER DIZINI.....cooiiiieiieieiieeecee et Vi
CIZELGELER DIZINI ..ottt X
1 GIRIS oottt 1
1.1. Antihipertansif T1aClar........ccovcuieevieeececececccee e 1
1.1.1. Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS) ..., 2
1.1.2. Antihipertansif ilaglarin siiflandirilmasi..........ccccovviiiiiiiiice, 2

1.1.3. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri.......cccocvveiiiieninnns 4

1.1.4. ZOTENOPIIl ..o s 5

1.2. Antienflamatuar T1aglar...........ccceevrveviereieeseeeeee et 6
1.1.5. NSAID’lerin etki mekanizmalar1 ve kullanim alanlari...............cccoceennes 8

1.1.6. NSAID’lerin farmakokinetik 6zelliKleri...........c.covirieiiiiiiiiiiccsece, 9

1.1.7. ASEKIOTENAK ...t 9
1.1.8. DEKSKEIOPIOTEN.......eeeiiiiiiteciieie e 9
1.1.9. NSAID grubu ilaglarin iyonlagma sabitleri ..........c.coevviviiiiiiiiiinnne, 10

1.2, KrOMALOGIATT ....eveiieeieeiieie ettt 10
1.2.1. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi...........cccooveviiiiiiinnn, 11

1.2.2. Yiiksek performans s1vi kromatografi ........ccccoeviiiiiiiiiiiciicic e 12

1.2.3. Yiiksek performans sivi kromatografide kullanilan temel kavramlar .... 15
1.2.3.1. ANKONMA SUTEST ....vvviiiiieiiiieeiiee ettt 15

1.2.3.2. Kapasite faktorii (Alitkonma faktorii).......oooveveiiiieiiiniiiiiiieen 15

1.2.3.3. Segicilik KatSay1S1 (00) ....coevverreeniiiriereeseeseeeee e 16

1.2.3.4. Kolon verimliliginin kantitatif tanimi.............ccoccevviiiiiiiiiinnnnn, 16

1.2.3.5. Bir kolonda teorik tabaka Sayisi...........ccoevrvrreeiineneniniseseeeees 16

1.2.3.6. Ayirma glicli (RS).....cccviiiiiiiiiiiiiis s 17

1.2.4. Alikonmada 6nemli parametreler ...........ccooviiiiiiiiicnec e 17
1.2.5.SaDIEFAZ ..o 18
1.2.6. Su-organik ¢oziicii karigimlarinda pH .........ccooviiiiiiiiicn 20
1.2.7. Su —Organik ¢oziicii ikili karisimlarinda iyonlagma sabiti tayini........... 20

1.2.8. S1vi kromatografi yontemiyle pKa tayini........ccoovveveniieniiiniieien 21

1.3. Potansiyometrik TItraSyonIar ...........ccccovveiieiiieiie e 25
1.4. Potansiyometrik Yontemle pK, Tayininde Kullanilan Bagintilar.................. 25
1.4.1. Kuvvetli Monoprotik Asitler i¢in Gran Esitlikleri...........cccooeveviiriiieennnen, 25

1.4.2. Zay1f Monoprotik Asitler i¢in Gran Esitlikleri..........ccccoeviniiiicnnnnn. 29

2. KAYNAK OZETLERI ...coooiiiiiiiiiiciciecs s 32
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 33
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ..., 33
3.2. Kullanilan Cihazlar...........cocooiiiiiiiiiie s 34
3.2.1. Yiiksek performansli sivi kromatografi cihazi .........cccceevvvieiiiieninnnne, 34
B.2.2. KOION . 35
3.2.3. PHAYON MELIE ..ot 35

3.3. Kullanilan ¢OZeItIer .........ooiuiiiiiiiiecccee s 35
3.3.1.1. %30 (v/v) ACN:H20 ikili Karigimi ........coceevvvririiiniseiseseseeene 35



3.3.1.2. %35 ACN:H20 (v/v) ikili Karigimi .........ccevvviiiinniieniecieeneee 36

3.3.1.3. %40 (v/v) ACN:H20 (V/V).ikili Karigimi ..........cccevvreicinninciennn, 36
3.3.1.4. Potasyum hidrojen fitalat ¢OZeltisi.........covvvveririiiiiiiiiiiicice 36
3.3.1.5. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen ¢ozeltileri................... 37
3.4. Potansiyometrik TitraSyOnIar ... 37
3.4.1. Kullanilan Cihazlar...........ccocooiiiiiiie e 37
34 L1 PHITYON MELIE ..o 37
3.4.2. pK, Tayininde Kullanilan COzeltiler ...........ooovvviviiiiiiiiiin e 37
3.4.2.1. %50 ACN:H,0 (v/v).ikili Karistminin Hazirlanmasit..................... 37
3.4.2.2. Iyonik Siddet Ayarlayicinin Hazirlanmast..........ccocovevevevrvcnennnnnn. 37
3.4.2.3. Asit Cozeltisinin Hazirlanmast .........cccooeeiiiiicii i 38
3.4.2.4. Baz Cozeltisinin Hazirlanmasi...........cccccoovivieeeiiiiiiee e, 38
3.4.2.5. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen ¢ozeltileri................... 38
R I T €071 11<) o T U PP PPR PR 38
3.5.1. Stvi kromatografik yontemle tayin .........cccooveevirieeninieiieniseseeese e 38
3.5.2. Potansiyometrik TitraSyonlar..........c.cccccovvveieiieiiieieecc e 39
4. ARASTIRMA BULGULARI ...ttt 40
4.1. Bilesiklerin Marvin Sketch Programi Ile Ilyonlasma/Protonasyon
SADITIEFTNIN TAYINT...eivieiiiiiie it 40
4.2. Bilesiklerin ACD-Lab Programu ile Iyonlasma/Protonasyon Sabitlerinin
TAYINT bbbt 41
4.3. Bilesiklerin HPLC Y 6ntemiyle Farkli Su-Organik Coziicii ikili
Karisimlarinda Iyonlasma Sabitlerinin Tayini .........c.cccooveererirreeererersnennne, 42
4.3.1. Zofenopril i¢in s1vi kromatografik veriler...........cccovviiiiiiiiiiiiiicnnnn, 42
4.3.2. Aseklofenak i¢in sivi kromatografik veriler............cccocoviiiiiiiinnnnn, 49
4.3.3. Deksketoprofen i¢in sivi kromatografik veriler............cccovveviiiiiicnnnn, 55
4.4. Potansiyometrik Yontemle Iyonlasma Sabiti Tayini............cccccoceveverireenennnan, 62
4.4.1. KHP I¢in %50 ACN:H,0 (v/v) Ikili Karisimindaki Potansiyometrik
Titrasyon GrafikIeri...... ..o 62
4.4.2. Zofenoprilin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri ..................... 65
4.4.3. Aseklofenakin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri................... 67
4.4.4. Deksketoprofenin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri.............. 69
4.5. Su Ortamindaki pK, Degerlerinin Tayini.........cccoovvriiiiiiiieniiec e 72
4.5.1. Mol Kkesri ile pKj tayini YONteMI.......cocorviiiriiieieieiese e 72
5. TARTISMA VE SONUCLAR ....oooiiiiiiieite ettt 74
B. KAYNAKLAR ..ot 76



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ZOFENOPRIL, ASEKLOFENAK VE DEKSKETOPROFENIN pKa
DEGERLERININ TERS FAZ SIVI KROMATOGRAFIK
YONTEMLE TAYINi

Nevzat CINAR

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

Hipertansiyon, arteriyel kan basincinin siirekli 140/90 mmHg iizernde olmasi ile
kendini gosteren sistemik bir hastaliktir. Hipertansiyon tedavisindeki temel hedefler,
kalp damar morbidite ve 6liim oranini azaltmaktir. NSAID’ler analjezik antipretik ve
antienflamatuar olarak kullanilan ilaglardir.

Bu calismada, zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin HPLC metodu ile pK,
tayini amaglanmistir. Ciinkii bu bilesiklerle ilgili literatiirlerde c¢ok fazla veri
bulunmamaktadir. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin pK, tayininde
hareketli faz asetonitril derisimi ile mobil faz pH sinin bilesiklerin alikonma zamani
tizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada, Nucleosil 300-5 C4 (250 mm, 4,6 mm, 5
um) kolonu kullanilmistir. Mobil faz akis hizi 1 mL/dakika ve kolon sicaklig1 37°C
olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zofenopril, Aseklofenak, Deksketoprofen, NSAID, ADE, HPLC,
PKa
2016, 81 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION of pKa VALUES of ZOFENOPRIL, ACECLOFENAC
AND DEXKETOPROFEN BY USING REVERSED PHASE LiQUID
CHROMATOGRAPHIC METHOD

Nevzat CINAR
Siilleyman Demirel University
Graduate School of Appliedand Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

Hypertension is a systematic disease that occurs with high arterial blood pressure and
is defined as the rising of blood pressure above 140/90 mmHg and over. The main
objective in hypertension treatment is to reduce heart-vessel morbidity and mortality
rate. NSAIDs are used commonly analgesic, antipyretic and anti-inflammatory.

The aim of this study was to determine the pK, values of some NSAIDs in
acetonitrile water binary mixtures in order to estimate the effect of ACN
concentration on these values. For this, a high-performance liquid chromatography
method was preferred and the pK,’s of the compounds were determined at three
different concentration of ACN by using the relationshiphs between retention times
and eluent pH. Experimental studies were carried out using Nucleosil 300-5 C4 (25
cmx 4,6 mmx Spum) column. The results obtained revealed the method can be used
for this purpose.

Keywords: Zofenopril, Aceclofenac, Dexketoprofen, HPLC, NSAID, ACE, pK,

2016, 81 page
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1. GIRIS

Bu ¢alismada karboksil grubu igeren ii¢ ilag aktif maddesinin fonksiyonel gruplarina
ait iyonlagma sabitleri ters faz sivi kromatografi yontemiyle tayin edilmistir.
Zofenopril, hipertansiyon tedavisine kollanilan anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitoriidiir. Aseklofenak ve deksketoprofen, anti-inflamatuvar, analjezik ve

antipiretik 6zellikler gosteren ila¢ etken maddeleridir.

1.1. Antihipertansif Ilaclar

Hipertansiyon, atardamarlardaki kan basincinin yiikseldigi kronik bir tibbi durumdur.
Bu basing artisi sonucu, kalp kanin damarlarda dolasimini saglamak i¢in normalden
daha fazla ¢alismak zorunda kalir. Kan basinci iki, sistolik ve diyastolik 6l¢limii
icermekte olup, bunlar kalp kaslarinin kalp atislar1 arasinda kasilmasi (sistol / biiyiik
tansiyon) veya gevsemesine (diyastol / kii¢iik tansiyon) baglidir. Dinlenme halinde
normal kan basinci, biiyiik tansiyon 100-140 mmHg (en yiiksek nokta) ve kiiciik
tansiyon 60—-90 mmHg (en alt nokta) arasinda seyreder. Yiiksek tansiyon, tansiyonun

stirekli 140/90 mmHg ve iizerinde bir seviyede olmasidir (Mycek vd., 1998).

Hipertansiyon birincil (siirekli) hipertansiyon veya ikincil hipertansiyon olarak
smiflandirilir.  Vakalarin  yaklasgitk  %90-95°1  "birincil hipertansiyon" olarak
siniflandirilmis olup bu, altta yatan herhangi belirli bir sebep olmadan kan basincinin
yiikksek olmasi anlamina gelir. Bobrekleri, atardamarlari, kalbi veya endokrin
sistemini etkileyen ikincil hipertansiyon vakalarin, geri kalan %5-10’luk dilimini

olusturur (Zungur ve Yildiz, 2004).

Hipertansiyon; inme, miyokard enfarktiisii (kalp krizleri), kalp yetmezligi, atardamar
anerizmasi, periferik arter hastaligi icin ana risk faktori olup, kronik bdbrek
hastaligimin da nedenlerinden biridir. Arteryal kan basincinin azicik artisi1 bile
ortalama yasam siiresinin kisalmasi ile baglantilidir. Beslenme ve yasam seklindeki
degisiklikler tansiyon kontroliinii iyilestirebilir ve 1ilgili saglik komplikasyon

risklerini azaltabilir. Ancak, yasam seklindeki degisikliklerin etkili olmadig1 veya

1
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yetersiz kaldigi kisiler i¢in genelde ilacla tedavi gereklidir. Yiiksek tansiyon sonucu

Beyin Kanamasi ger¢eklesmesi orani oldukea yiiksektir.

1.1.1. Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS)

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) ya da Renin anjiyotensin aldosteron sistemi

(RAAS), kan basincini ve sivi dengesini diizenleyen hormonal bir sistemdir.

Kan basinci diistiigiinde, jukstaglomeriiler hiicreye ulasan sodyum Kkloriir seviyesi
diistiigtinde  bobrekteki  jukstaglomeriiler hiicreler renin salgilarlar. Renin,
anjiyotensinojenden anjiyotensin I olusumunu uyarir. Anjiyotensin I ise daha sonra
anjiyotensin doniistiiriicii enzim ile (ADE-ACE) anjiyotensin II ye doniistiiriiliir.
Anjiyotensin Il kan damarlarinda kan basincinin  artmasimi  saglayan
vazokonstriksiyonu olusturur. Anjiyotensin II ayn1 zamanda adrenal korteksten
aldosteron hormonunun salinimini uyarir. Aldosteron bobrek tiibiillerinden kana
sodyum ve su geri alimin artirir. Bu viicudun sivi miktarin1 ve dolayisiyla kan

basincini artirir (Guyton ve Hall,2007).

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi fazla aktifse, kan basmnci fazla olacaktir.
Bir¢ok ila¢ farkli basamaklarda bu sistemi keserek kan basincini diisiiriirler. Bu
ilaclar, hipertansiyonun, kalp ve bobrek yetmezliklerinin, diyabetin zararl etkilerinin

Oonlenmesinde ana yollardan birini teskil ederler.

1.1.2. Antihipertansif ilaclarin siniflandirilmasi

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar 5 ana grupta toplanabilir. Bunlar,
ditiretikler, sempatikolitikler ya da adrenerjik sinir sistemi antagonistleri, renin
anjiotensin sistemini (RAS) etkileyen ilaglar, damar diiz kasinda etkili ilaglar ve yeni
gelistirilmekte olan ilaglardir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar ¢izelge

1.1°de verilmistir.
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Cizelge 1.1. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar.

Diiiretikler

Tiazitler: Bendroflumetiazit, benztiazit, klopamid, klortalidon, klorotiazit, siklotiazit,
hydroklorotiazit, indapamid, mefrusid, metolazon, ksipamid

Loop diiiretikleri: Furosemid, bumetanid, torsemid, azosemid, muzolimin, piretanid,
tripamid

K" tutucu diiiretikler: Amilorid, triamteren

Aldosteron reseptor antagonistleri: Spironolakton, eflerenon, kanrenon, atekanrenon

Adrenerjik sinir sistemi antagonistleri

A. Merkezi etkililer
B. Periferik etkililer

a. Adrenerjik néron blokerleri
b. Ganglion blokerleri

C. Adrenerjik reseptor blokerleri

a. o reseptor blokerleri
b. B reseptor blokerleri
C. o Ve [ reseptor blokerleri (mikst etkililer)

Renin-anjiotensin sistemini etkileyen ilaclar

. ACE inhibitorleri:

a.  Siilfiuir icerenler (kaptopril, alacepril, phentiapril, pivalopril, zofenopril).

b. Karboksil grubu icerenler (enalapril, perindopril, trandolapril, ramipril, quinapril,
delapril, cilazapril, benazepril, lisinopril, pentopril)

c.  Fosforil grubu igerenler (fosinopril)

. Angiotensin II tip 1 reseptor antagonistleri: Losartan, valsartan, kandesartan, eprosartan,

irbesartan, tasosartan, telmisartan

Damar diiz kasinda etkili ilaclar:

. Kalsiyum kanal blokerleri

a. Dihidropridin (DHP) tiirevleri (nifedipin, lerkanidipine ve benzerleri)
b. Fenilalkil amin tiirevleri (verapamil ve gallopamil)

c.Benzodiazepin tiirevleri (diltiazem)

d. Tetralol tiirevleri (mifebradil)

. Potasyum kanal agicilar
. Dogrudan damar diiz kasin1 gevsetici ilaglar

Yeni gelistirilmekte olan ilaclar

Notral endopeptidaz peptid(NEP) inhibitorleri
Endotelin I reseptdr antagonistleri
Renin inhibitoérleri ve digerleri



1.1.3. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri

Kimyasal olarak ACE ¢inko iyonunun ligand1 olan siilfidril, karboksil ya da fosforile
olmak tizere ii¢ tane farli ADE inhibitorii simifi gelistirilmistir. Degisik yapida

olmalari, dokulardaki dagilimlarini ve atilim yollarinmi etkilemektedir.

ADE inhibitorleri genel olarak yapilarinda serbest karboksil grubu ve peptit bagi
bulundururlar (Sekill.1). Karboksil grubuna ek olarak ADE inhibitorleri, yapilarina
asitlik ya da amfolit 6zelligi saglayan primer ve sekonder amino grublari ve siilfidril

gibi gruplara sahip olabilir.

N—"H

~

(I:I COOH

0

N

Sekil 1.1. ADE inhibitdrlerinin genel yapisi

Siilfidril grubu igeren ADE inhibitorleri kaptopril, omaprilat, zofenopril ve
pivaloprili de igine alan gruptur. ADE inhibitérleri arasinda fosinopril ve zofenopril
sulu ¢ozeltide, prolin terminal karboksil grubu iyonlasabilen tek fonksiyonel grup
oldugundan monoprotik asitler gibi davranir. Kaptopril, karboksil grubunun yaninda
bir diger asidik grup olan siilfidril igerir. Aktif bir ila¢ olan (aktif drog) kaptopril
absorbe edildiginde metabolize edilmeden etkisi baslamaktadir. Absorpsiyon
%70°dir. Absorpsiyon hizlidir ve kanda alindiktan 15 dakika sonra tespit edilir.

Bobreklerle elimine edilir.

Dikarboksilat grubu igeren ADE inhibitorleri, enalapril, perindopril, trandolapril,
ramipril, kinapril, delapril, silazepril, benazepril, lisinopril, pentopril gibi
inhibitorleri kapsayan en genis ADE inhibitorii grubudur. Bu grup ilaglar, bir asidik
karboksil ve bir bazik sekonder amin grubu igeren amfolit tiirlerdir. Fosinopril
disinda biittin ADE inhibitorleri, katyon, zvitteriyon ve anyon olmak tiizere ii¢ farkli
formda bulunurlar. Bu grup ilaglar, lisinopril hari¢ 6n ilaglardir. Absorbe edildikten

sonra karacigerde aktif ila¢ haline ¢evrilir. Bu nedenle etkileri geg baslar.

4



Lisinopril bir diger ADE inhibitorii olan enalaprilin aktif metaboliti olan enalaprilatin
lisin analogudur. Prolin grubu iceren, ¢ozeltide amin bagi etrafinda karsilikli doniisen
iki izomer igerir. Polifonksiyonel, amfolit yapida ve iki karboksil grubu (terminal ve
proksimal) ve iki amino grubu (primer ve sekonder) olmak tizere dort iyonlasabilen
tiir igermektedir. Lisinopril, ADE inhibit6rleri arasinda dort farkli pKa degeri olmasi
nedeniyle farklanmaktadir ve bu nedenle diger ADE inhibitorleri ti¢ farkli formda
(katyon, zwitteriyon ve anyon) bulunurken lisinopril, dikatyon, katyonik zwitteriyon,
zwitteriyon, anyonik zwitteriyon ve dianyon olmak iizere bes farkli formda
bulunmaktadir (Hillabert ve Van den Bossche, 2000). Metabolize edilmeyen bir
prototipdir. Absorpsiyonu diisiik orandadir (%30-40). Aktivasyonu i¢in metabolize
edilmesi gerekmez. Proteine baglanmaz ve degismemis olarak bobreklerle atilir
(Opie L.H., 1992). Fosinopril, inaktif 6zellik tasiyan fakat hidroliz sonucu tamamen
aktif bir diasit olan fosinoprilata doniistiigiinden bir pro-drug gibi davranan, fosfat
grubu igeren ADE inhibitorlerinin tek tiyesidir. Pirolin terminal karboksil grubu
iyonlagabilen tek fonksiyonel grup oldugundan zofenopril gibi monoprotik asit gibi

davranir.

1.1.4. Zofenopril

Zofenopril uzun siireli doku penetrasyonu ve kardiyak anjiotensin dondstiiriicii enzim
inhibisyonu olan ¢ok lipofilik bir anjiotensin doniistiiriicii  enzim (ACE)
inhibitoridiir. Hafif ve orta siddette hipertansiyonun tedavisi ve hemodinamik olarak
stabil, kalp yetmezligi belirti ve semptonlari olan akut miyokard enfarktiislii
hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir (Federico vd. 2014). Zofenopril bir 6n ilagtir;
viicutta hidrolize ugrayarak zofenaprilata doniisiir. Zofenoprilat kimyasal yap1 olarak
stilfidril (SH) grubu icermesiyle karakterizedir. Yapilan calismalarda siilfidril grubu
igeren bir ACE inhibitorii olan zofenoprilin nonsuperoksid serbest radikal temizleyici
olarak etkin oldugunu; SH grubu igermeyenlerin ise inaktif oldugu gosterilmistir

(Pasini A.F., 2007). Zofenopril ve zofenoprilatin yapisi sekil 1.2°de gosterilmistir.



zofenopril zofenoprilat

Sekil 1.2. Zofenopril ve zofenoprilatin yapisi

Zofenopril, anjiyotensin I’in vazokonstriktor peptid anjiyotensin II’ye doniislimiinii
katalize eden enzimi bloke edebilen bir siilfidril ADE inhibitoriidiir, boylelikle
vazopresor etkinlik azalir ve aldosteron salinimi azalir. Bu ikinci azalma sodyum ve

stv1 kaybi ile beraber serum potasyum konsantrasyonunda bir artisa yol agabilir.

Anjiyotensin II’'nin renin sekresyonu iizerindeki negatif geri besleme etkisinin
kesilmesi plazma renin aktivitesinde artisa neden olur. Zofenoprilin kan basincini
azaltma mekanizmasinin, Oncelikle renin—anjiyotensin—aldosteron sisteminin

baskilanmasi olduguna inanilmaktadir (Giuseppe vd, 2010).

1.2. Antienflamatuar ilaclar

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar ya da sSteroid dis1 yangi onleyici ilaglar, kisaca
NSAID’ler, analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etkili ilaglardir. Agri, ates ve
inflamasyonu azaltirlar. "Non-steroidal" terimi bu ilaglar1 benzer etkileri olan (¢ok
daha genis etki alanlar1 vardir) steroidlerden ayirmak igin kullanilir. NSAID'ler
narkotik degildirler.

1829’un baslarinda, salisilik asitin izolasyonuyla birlikte NSAID'ler agrinin (disiik
dozlarda) ve enflamasyonun (yiiksek dozlarda) ilagla tedavisinin énemli bir kismin
olusturmaya bagladi. NSAID’lerin popiiler olmasinda opioidlere gore ¢ok az
bagimlilik potansiyeli tasimasi ve sedasyon veya solunum depresyonu yapmamasi

bliyiik rol oynadi.



NSAID’larin kisa tarihcesine bakildiginda; ilk kez 1820'de kolsisin, 1860'da salisilik
asitin tanimlanmis ve ilk Aspirin tablet 1897'de Felix Hoffman tarafindan
sentezlenmistir. Non-streoid antiiflamatuar ilag isminin 1949 yilinda ilk kullanilisi,
fenilbiitazon'un sentezlenmesi ile es zamanhdir. 1971'de John R. Vane etki
mekanizmalar1 konusunda yaptig1 caligmalar sonucunda ilk defa siklooksijenaz
(COX) enzimini tanimlamis ve bu bulusla Nobel 6diilii almistir. 1976'da ise ilk defa
prostoglandin endoperoksit sentetaz (siklooksijenaz) enzimi elde edilmistir. Bu konu
ile ilgili son gelisme 1990'larin basinda COX'un tek bir molekul olmadigi, birden

fazla izomerlerinin ve bunlarin da farkli iglevlerinin oldugunun gésterilmesi olmustur
(Prinesh vd, 2013).

Avrupa birligi tilkelerinde agri kesiciler, dogum kontrol ilaglari, antibiyotikler, kalp
ilaglar1, kolesterol ilaglari, sinir ve kemoterapi ilaglar1 vb. tibbi ilag yapiminda
yaklagik 3000 farkli madde kullanilmaktadir (Fent vd, 2005). Tim diinyada
NSAID’ler en sik recete edilen ilag grubudur. NSAID’ler bir¢ok iilkede yillik
yiizlerce ton mertebesinde kullanilmaktadir. Ornegin Tiirkiye’de 2007 yilinda
yaklagik 130 milyon kutu NSAID kullanilmistir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)nde ise yilda yaklagik 100 milyon NSAID regetesi yazilmaktadir. ABD’de
yilda 40 milyar tablet aspirin kullanilmaktadir. Diinyada 300 ve ABD’de 14
milyondan fazla hasta diizenli olarak NSAID kullanmaktadr.

Opioid ve anilidler analjezik olarak kullanilirlar. Opioidler narkotik anilidler narkotik
degildir. NSAID’ler anljezik antipiretik ve antienflamatuar olarak kullanilmaktadir
ve narkotik degildir. Opioid, anilid ve NSAID’lerin siniflandirilmasi ¢izelge 1.2°de

verilmistir.

Cizelge 1.2. Opioid, analid ve NSAID’lerin siniflandirilmasi

Opioids Afyon ve

Alkaloidler Kodein, morfin, afyon, laudanum, paregorik

Asetildihidrokodein, benzilmorfin, dezomorfin,
Yari-Sentetik dihidrokodein, dihidromorfin, etilmorfin, diamorfin,
Afyon Tiirevleri | hidrokodon, hidromorfinol,hidromorfon, nikokodein,
nikodikodein, nikomorfin, oksikodon, oksimorfon, tebakon
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Cizelge 1.2. Opioid, analid ve NSAID’lerin siniflandirilmasi(devami)

Alfaprodin, anileridin,buprenorfin, butorfanol,
dekstromoramid, dekstropropoksipfen, dezosin,fentanil,

Sentetik ketobemidon, levorfanol,metadon, meptazinol, nalbufin,

Opioidler pentazocine, propoxyphene, propiram, pethidine,
fenazosin, piminodin, piritramid, tapentadol, tilidin,
tramadol

Pirazolon sinifi Ampiron/aminofenazon, metamizol, fenazon

Ajulemikasit, AM404, kannabidiol, kenevir,

Kannabinoidler nabilon, tetrahidrokannabinol

Anilidler Parasetamol (asetaminofen), fenasetin,

propasetamol
Salisilik  asitler | Aspirin, amoksiprin, benorilat, kolin magnezyum salisilat,
(salisilatlar) diflunisal, faislamin, metil salisilat, magnezyum salisilat,
salisil salisilat (salsalat)
Avrilalkanoik Diklofenak, aseklofenak, asemetazin, bromfenak, etodolak,
asitler indometazin, ketorolak, nabumeton, sulindak, tolmetin
Acrilpropiyonik Ibuprofen, karprofen, fenbufen, fenoprofen, flurbiprofen,

asitler (profenler) | ketoprofen, loksoprofen, naproksen, tiyaprofenik asit,
suprofen, pranoprofen

Non Steroidal

Anti- N-Arilantranilik

asitler(fenamik Mefenamik asit,meklofenamik asit
enflamatuar asitler)
ilaglar Pirazolidin Fenibiitazon, azapropazon, metamizol, oksifenbiitazon,
tiirevleri profenezon
Oksikamlar Piroksikam, lornoksikam, meloksikam,tenoksikam
COX2 . Selekoksib, etorikoksib, lumirakoksib, parekoksib,
inhibitorleri ¢ . .
. . rofekoksib, valdekoksib, nimesulid
Siilfonanilidler
Digerleri Likofelon, omega-3 yag asitleri, benzidamizin, parasetamol,

prokuazon

1.1.5. NSAID’lerin etki mekanmizmalar: ve Kullanim alanlar:

NSAID’ler siklooksijenaz enzimini inhibe ederek etkilerini  gosterirler.
Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) izoenzimlerinin her ikisini
de inhibe ederler. Siklooksijenaz arasidonik asitten tromboksan ve prostaglandin
yapiminda katalizér gorevi goriir. Prostaglandinler inflamasyon olusum siirecinde
diger gorevli maddelerle birlikte iletim molekiilii olarak rol oynar (Milan vd, 2007).
Prostagladinlerin sentezini azaltarak inflamasyonu hafifletirler. NSAID’ler agri
esigini etkilemezler veya dnceden sentezlenmis prostaglandinler iizerine herhangi bir
etkileri yoktur. Analjezik etkileri ¢ogu zaman periferik niteliktedir. Antipiretik
etkileri santral sinir sisteminde hipotalamusu etkilemelerine bagli vazodilatasyon
yaparak gosterirler. Bu etkileri sonucunda cilt damarlar1 genisler, ciltten 1s1 kayb1

artar ve sonugta ates diiser, NSAID’ler anti-inflamatuvar, analjezik, anti-piretik, gut
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hastaliginin tedavisi, kalp-damar hastaliklarinin proklaksisi, kolorektal kanser

proflaksisi, alzheimer hastalig1 tedavisi ve bobrek sancisinin tedavisinde kullanilir.

1.1.6. NSAID’lerin farmakokinetik ozellikleri

NSAID genelde zayif asidiktirler ve pK,; ’lart 3,0-5,0 araligindadir. Mide ve
bagirsak mukozasindan iyi emilirler. Plazma proteinlerine ¢ok yiiksek oranda
baglanirlar. Genellikle alblimine baglanarak tasinirlar; boylece dagilim hacimleri
yaklasik olarak plazma hacmine ¢ok yakin degerdedir. Karacigerde oksidasyon ve
konjugasyon ile inaktif metabolitlerine metabolize olurlar ve tipik olarak idrarla
atilirlar. Hastalik durumlarinda metabolizma anormallesebilir ve normal dozda dahi

viicutta birikim olusabilir (Milan vd, 2007).

1.1.7. Aseklofenak

Aseklofenak fenil asetik asit tiirevi ve diklofenakla iliskili NSAID bir ilagtir
(Jayanthi vd, 2012 ). COX-2 enzimine olan segiciligi nedeniyle diger NSAID’lere
gore iistlin oldugu, gastrointestinal tolarabilite ve kardiyovaskiiler giivenirliliginin
daha 1iyi oldugu ileri siiriilmiistiir. Diger NSAID’lerden hizli ve giiglii etki gosterir.
Osteoartrit, romatoid artrid ve ankilozan spondilitte goriilen agri ve iltihabin
tedavisinde kullanilir.  Aseklofenak antienflamatuvar ve analjezik etkisini
prostaglandin sentezi i¢in gerekli siklooksijenaz enzimini giiclii bir sekilde inhibe

ederek gosterir. Agr esigini degistirmez (Venkata vd, 2014).

1.1.8. Deksketoprofen

Deksketoprofen trometamol steroid olmayan analjezik, antienflamatuvar ve
antipiretik etkili bir ilagtir. Kas iskelet sistemi agrilari, dismenore, dis agrisi,
pospretif agr1 gibi orta siddetteki agrilarin tedavisinde kullanilir (Kadam A., Patil V.,
2013). Ketoprofen S(+) ve R(-) enantiyomerlerinden olusan rasemik bir karigimdir.
Enantiyomerler farkli farmakolojik ve fiziksel 6zellikler tasiyabilir. Deksketoprofen,
ketoprofenin S(+) enentiyomeridir, analjezik ve antienflavatuvar etkiye sahiptir.
Ketoprofenin R(-) enantiyomeri inaktiftir ve ketoprofenin terapotik ozelliklerine

katkida bulunmaz, fakat metabolizma siirecine katilir. Deksketoprofen trometamol
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tuzu halinde hazirlanir. Bu suda ¢oziiniirliigliniin artmas1 ve bagirsak duvarindan

hizl1 absorbe olmasini saglar (David vd., 2012).

1.1.9. NSAID grubu ilaclarin iyonlasma sabitleri

Mlaclarin biyolojik etki mekanizmasi ile fiziksel ve kimyasal dzellikleri arasinda iliski
vardir. Bu sebeple ilacin organizma tarafindan alinmasindan atilimina kadar gegen
stirede ilagta meydana gelen kimyasal degisimlerin bilinmesi 6nem tasimaktadir.
Molekiiliin fizokimyasal parametreleri (¢oziiniirliik, iyonlasma sabiti-pK, ve dagilma
katsayisi-logP) etkilesmeye yonelik Ozelliklerini belirler (Naeemurrahman M.,
Ashish. N. P.). NSAID’ler, karboksil grubu (-COOH) iceren ve zayif asidik 6zellik

gosteren bilesiklerdir.

1.2. Kromatografi

Kromatografi bilimin tiim dallarinda uygulamasi1 bulunan gii¢lii bir ayirma
yontemidir. Kromatografi 20.yy’in basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan
bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Bu teknigi, toz kalsiyum karbonat ile
doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gecirerek klorofil ve
ksantrofil gibi bircok bitki pigmentini ayirma da kullanmistir. Ayrilan maddeler
kolonda renkli bantlar seklinde goziiktiigiinden, yontem i¢in kromatografi adini
kullanmistir  (Yunancada chroma “renk” ve graphein “yazma” anlamina

gelmektedir).

Kromatografi, karisimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve tayini i¢in
kullanilan bir analitik metottur. Biitiin kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya
stvi olan hareketli faz ile taginir. Bu hareketli faz bir kolonda veya bir kat1 yiizeyde
sabitlestirilmis kendisi ile karismayan bir durgun faz igerisinden gegirilir. Durgun faz
tarafindan kuvvetli tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas
hareket ederler. Buna karsilik durgun faz tarafindan zayifca tutulan bilesenler hizl
hareket ederler. Bu hareket hizlarimin farkliligi sonucu, numune bilesenleri
birbirinden kalitatif ve kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler

seklinde ayrilirlar (sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Maddelerin bantlar seklinde ayrilmasi

1.2.1. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi
v' Ayrilma Mekanizmalarina Gore
v Uygulama Bi¢imine Gore
v" Faz Tiplerine Gore
» Ayrilma Mekanizmalarina Gore
% Adsorpsiyon kromatografisi
«  Partisyon kromatografisi
% Iyon degistirme kromatografisi
% Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
< lyon ¢ifti kromatografisi
% Afinite kromatografisi
» Uygulama Bi¢imine Gore
«»  Diizlemsel kromatografi
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi (TLC)
% Kolon kromatografisi
- Gaz kromatografisi (GC)
- Yiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC)
- Siperkritik akigkanli kromatografi (SFC)
» Faz Tiplerine Gore
% Sivi kromatografisi
- Sivi-Kat1 kromatografisi

- Sivi-Sivi kromatografisi
11



«  Gaz kromatografisi
- Gaz-Kat1 kromatografisi

- Gaz-Sivi kromatografisi

1.2.2. Yiiksek performans sivi kromatografi

Yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC), besin kimyasi, klinik kimya,
biyokimya, farmosotik kimya, molekiiler biyoloji ve cevre kimyasi ile ilgili
problemlerin ¢oziimiinde kullanilabilen ¢ok amagli ayirma yontemidir. Yiiksek
performans sivi kromatografinin yaygin olarak kullanilmasinin sebepleri, duyarliligi,
dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin

veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasidir.

Kolon kromatografik tekniklerden HPLC, olduk¢a hizli gelisen bir tekniktir; sabit
fazlarin ayirmayi kolaylastirmasi, adsorpsiyon, jel gecirgenlik, afinite ve iyon
degisim kromatografi gibi farkli teorik temelleri olmasi da bu teknigin gelismesinde

oldukea etkili olmustur.

Kromatografik metotlarin tiimiinde bir durgun faz ve bir de hareketli faz vardir. Bir
kolon veya diiz bir yiizeyde tutturulmus faza durgun faz; durgun faz iizerinden veya
arasindan gecen ve analiti igeren faza hareketli faz ad1 verilir. Karisimdaki bilesenler,
akis halindeki gaz veya sivi fazla durgun faz iizerinden gegirilir; kromatografik

ayirma, bilesenlerin go¢ hizlarina bagl olarak gergeklesir (sekil 1.4).

Sekil 1.4. Mobil faz ve durgun faz etkilesimi
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Etkin bir ayirma i¢in kiigiik ve diizenli tanecikli durgun faz iizerinden mobil fazin
gecisinde sabit akis hizi saglayan pompa sistemlerinin gelismis olmasi; ayrica farkli
fiziksel Ozellikleri takip edebilen dedektorlerinin olmasit HPLC’yi giliniimiizde

giderek daha avantajli kilmaktadir.

Dolgu materyalindeki gelisme adsorpsiyon 6zelliklerini gelistirmistir

1973 10 p tanecik boyutu 30x3,9 kolon boyutu

1973-1978 5 n ve daha tekrarlanabilir malzeme

1978-1983 iyon kromatografi anorganik analizde temel yontem; ters fazda segicilik

kavrami 1983 den giinlimiize ayirma mekanizmasi daha iyi anlasilir hale gelmistir.

HPLC, hareketli faz, sivi; durgun faz, ¢ok kiiciik boyutta kat1 par¢aciklardan olusur.
Bu kromatografi tiirii, verilen bir numunedeki bilesenlerin hizla ayrimina, ayrica
ugucu olmayan veya sicaklikla bozunan ve bu nedenlerle gaz kromatografik tayinleri
zorlukla gerceklestirilen maddelerin ayrimina da imkan tanir. Yiiksek performans

stv1 kromatografi, durgun faz ve hareketli fazin bagil polaritelerine gore iki tiptir.

» Normal faz dagilma kromatografisinde durgun faz polar, hareketli faz

apolardir.
» Ters faz dagilma kromatografisinde durgun faz apolar, hareketli faz polardir.

Bir yiiksek performans sivi kromatografi sistemi sekilde goriildiigii gibi elue edici
haznesi, pompalama sistemi, enjeksiyon sistemi, 6n kolon, kolon, dedektor,
kaydedici ve atik sisesi kisimlarindan olusur. Pompa tek veya ¢ift olabilir. Cift
pompali sistemde elue edici kompozisyonu zamanla degistirilerek calisilir; bu
calisma sekli maddelerin ayrilmasinda 6nemli avantaj saglar. Bir enjektor yardimiyla
belli hacimde numune kolona uygulanir, bilgisayar ve dedektor ile numunenin
kolondan akig1 takip edilir. HPLC’nin yapis1 sematik olarak sekil 1.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 1.5. HPLC’ nin yapist

HPLC'de bir tek ¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan ¢aligma izokratik ¢alismadir. Bu
tip ¢alismanin yeterli olmadigi durumlarda ¢o6ziicii bilesimi ¢ift pompa sistemi
kullanilarak zaman igerisinde degistirilir, bu durumda yapilan ¢alisma gradient

caligmadir.

Gradient calismada, polariteleri birbirinden farkli iki veya ii¢ c¢oziicii sistemi
kullanilir. Eliisyon basladiktan sonra, belli bir programa gore bazen siirekli olarak ve
bazen de bir seri basamaklar halinde ¢oziiciilerin orani degistirilir. HPLC'de
kolondan ¢ikan maddenin derisimi, kolon ¢ikisina koyulan bir dedektor ile Olciliir.
Genellikle tek dedektor sistemi kullamilmakla beraber, birden fazla dedektor
sisteminin yer aldigi cihazlar da mevcuttur. HPLC’de UV dedektdr, floresans
dedektor, elektrokimyasal dedektor, kondiiktometrik dedektdr. Refraktometrik
dedektor ve kiitle spektrometre dedektor gibi dedektorler kullanilmaktadir.
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1.2.3. Yiiksek performans sivi kromatografide kullamilan temel kavramlar

Bu yontemde kolonun sonuna tayini yapilan analitin derisimine cevap veren bir
dedektor konulur ve sinyal zamana kars1 grafige gecirilirse bir dizi simetrik pik elde
edilir. Bu grafige kromatogram adi verilir ve hem nitel, hem de nicel analizde
kullanilir. Piklerin zaman eksenindeki konumlart numunedeki bilesikleri tanimak
icin; piklerin altindaki alanlar ise her tiiriin nicel tayini icin kullanilir. HPLC
yontemiyle tayini yapilan analitlerin hem kalitatif hem de kantitatif belirlenebilmesi

icin kullanilan terimler agagida verilmistir (Skoog vd., 2011).

1.2.3.1. Alikonma suresi

Kolonda tutunmayan tiire ait pik suresi olii zaman (t,) olarak adlandirilir ve analit
piklerinin taninmasinda 6nemli rol oynar. Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin
dedektore ulagmasi icin gegen siireye alikonma siiresi denir ve t, simgesiyle gosterilir
(Skoog vd., 2011).

1.2.3.2. Kapasite faktorii (Allkonma faktorii)
Kapasite faktorii (k) onemli bir deneysel parametre olup, tayin edilen analitlerin

kolonda g6¢ hizlarini tanimlamakta yaygin olarak kullanilir. Bu parametre agagidaki

bagint1 ile hesaplanir:

k = (tr‘to)/to (11)

Bir ¢6ziinen madde i¢in alikonma faktorii birden ¢ok kiigiik ise, elusyon ¢ok hizlidir.
Ote yandan alikonma faktdrii 10°dan biiyiikse elusyon siireleri gereksiz sekilde uzar.

Karisimdaki ¢6zlinenler ic¢in alikonma faktorlerinin 1 ile 5 arasinda olmasimi

saglayan sartlarda ayirmalar en ideal sekilde yapilir (Skoog vd., 2011).
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1.2.3.3. Segcicilik katsayisi (a)

A ve B gibi iki cozunen icin bir kolonun secicilik katsayisi

a=kg/ka = (tr2 —tro)/ (trl —tro) (1.2)

seklinde tanimlanir. Burada kg daha kuvvetli tutunan B tiirii icin dagilma katsayist;
Ka ise, daha az kuvvetle tutunan veya daha hizli olarak kolondan eliie edilen A tiirii
igin ise ayn1 sabittir. Bu tanima gore o daima 1°den biiyiiktiir, 1,15 ise iki bilesigin

%98 oraninda birbirinden ayrildig1 kabul edilir (Poole ve Poole, 1991).

1.2.3.4. Kolon verimliliginin kantitatif tanim

Kromatografik kolon verimliliklerinin nicel 6l¢iimiinde birbiriyle bagintili iki terim
sikca kullanilir: (1) tabaka yuksekligi (H) ve (2) teorik tabaka sayis1 (N). Bu iki terim
arasindaki bagit1 agagidaki gibidir:

L, kolon dolgusunun uzunlugudur. Bir kolonda, tabakalarin sayisinin artmasi (N) ve
tabaka yiiksekliginin (H) azalmasiyla verimlilik artar. Kolonlardaki verimlilik
tirlerine, icerdikleri hareketli ve durgun fazlarin gesitlerine bagh olarak farkliliklar

gosterir.

1.2.3.5. Bir kolonda teorik tabaka sayisi

Bir kromatogramdan teorik tabaka sayist (N) degeri asagidaki bagint1 kullanilarak

bulunur:

N=5,54(t/Wo 5)*

(1.3)
Burada t;, bir pik icin alikonma suresi ve Wy 5 pik yar1 yuksekligindeki pik genisligi
(zaman birimiyle) dir (Poole ve Poole, 1991).
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1.2.3.6. Ayirma giicii (Rs)

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma giicli, Rs, i¢in farkli bagintilar

gelistirilmistir. Asagidaki bagint1 kullanilarak ayirma giicti hesaplanabilir.

_ 2AZ  _2[(tr)A—(tr)B]
WA+WB WA+WB

(1.4)

S

Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik cifti olarak adlandirilir.
Pik ciftinin temel ¢izgide birbirinden ayrilabilmesi icin ayirma giicliniin en az 1,5
olmasi istenir. Ayirma giicli, 1’den kiigiik oldugunda yeterli ayrim olmamaktadir.

(Sekil 1.6) (Poole ve Poole, 1991).

Sinyal —3a—i

[ — e B [}

Zaman

Sekil 1.6. Ayirma giiciiniin sematik gosterimi

1.2.4. Ahkonmada onemli parametreler

HPLC yontemi bilesiklerin kromatografik davranislarini incelemede giiniimiizde en
yaygmn ve kullanish yéntemdir. Ozelliklerini inceledigimiz bir¢ok bilesik asidik ve
bazik fonksiyonel grup bulundurmaktadir. Bu bilesikler i¢in pH, ayirmada c¢ok
onemli olmaktadir. Iyonlasabilen bilesiklerde altkonma zamani mobil faz pH’s1 ile

sigmoidal bi¢imli degismeler gosterir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Hareketli faz pH’sinin asidik, bazik ve zwitter iyonik tiirlerin alikonma
faktorlerine etkisi.

Ters faz sivi kromatografi yonteminde, Su-organik ¢6ziicii ikili karisimlart kullanilir.
Mobil fazda organik modifiyer olarak asetonitril, metanol ve tetrahidrofuran tercih
edilir. Bir kromatografik ayirmada mobil faz pH si, tamponlarla belirlenir. Ters faz
stvi kromatografide mobil faz pH’sinin iyonlasan analitlerin alikonmasinda etkileri
kullanilan tampon tipi/derisimine baglidir. Uygun olmayan tampon se¢imi
iyonlagabilen polar bilesiklerin ayrilmasinda tekrar edilemeyen alikonmalara ve
kuyruklanmalara yol agabilir. Kismen iyonlasan analitlerin kalint1 silanol gruplariyla

etkilesimleri gibi problemler dogru tampon se¢imi ile giderilebilir.

1.2.5. Sabit faz

Sivi kromatografi caligmalarinda once cam kolonlar kullanilmistir. Bunlarin
uzunluklar1 50-500 cm olup ¢aplart 1-5 cm dir. Kat1 dolgu maddelerinin ¢aplar1 ise
150-200 um dir. Bu kolonlarla diisiik akis hizlar1 elde edilebilmis ve ayirma zamani
uzun olmustur. Parcacik boyutlarmin kiiciilmesi (3-10 um) ile kolon etkinligi
arttirtlmistir. Giintimiizde ise HPLC kolonlari, ¢apt 3-5 mm ve boyu 10-30 cm
arasinda degisen paslanmaz celik borulardir. Ik gelistirilen kolonlar 2-7 pH araligi
icin uygun olan kolonlardir. Bu tip kolonlarla ¢aligmada ancak bu aralikta yer alan
degerler tayin edilebilmektedir. Glinlimiizde pH aralig1 1-12 araliginda olan kolonlar
hazirlanarak bu sorun asilmaya calisilmaktadir. Son yillarda RPLC ¢alismalarinin
cogunda kolon oOzellikleri, kolon seciciligini etkileyen faktorler, kolonlarin
benzerlikleri ve birbirinden farkliliklar1 iizerinde durulmakta ve ters faz sivi

kromatografide kullanilan dolgu materyallerinin dezavantajlarini yok etmek ve
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ayirmadaki davraniglarini daha iyi bir kosula getirmek i¢in c¢alismalar devam

etmektedir.

HPLC’de sabit faz dolgu maddesi olarak kullanilanlarin ¢ogu silika esaslh bagl fazlar
igerir. Ters faz ayirmalarinda da etkin olan bu dolgu maddelerinin hidrofobik yiizeyi
genellikle kovalent bagli organosilanlarin silika yiizeyine tutturulmasiyla elde edilir.
Bu olayda monofonksiyonel alkildimetilklorosilanlarin yiizeydeki silanol gruplartyla
etkilesimi  gerceklesir. Ticari olarak uygun ve yaygin olarak kullanilan
oktadesilsilanda (C18) bunlardan biridir. Ayrica farkli sayida karbon atomu igeren
(C1, C4, C8, C12, C30, CgHs) alkil tipi ligantlar ve fenil fonksiyonlu fazlarda
kullanilabilir. C18 den sonra yaygin olarak kullanilan kolon C12 dir. C12 nin
uzunlugunun C18 den kisa olmasi endcapping isleminde daha basarili oldugu

gOriilmiistiir.

i
Ci18 Oktadesil —Sll—C18H37
!
cs Oktil —Si—CgH,;
!
C2 Etil —Si
Si—GHj

1
Siklohekzil —Sj
oo o>
1
PH Fenil =t
(@)

Sekil 1.8. Bazi sabit faz tiirleri

Ayirmada metot gelistirirken sabit fazlarin cesitli tiirleriyle calismak genellikle
faydali olur; ¢iinkii bir 6rnekteki bilesik i¢in her kolonun segiciligi farklidir. Sabit
fazlarda, kiigiik tanecikler, biiyiik yilizey alaninmi getirir. Bu gozenek yapisi
molekiillerin ve ilaglarin ayrilmasinda uygundur. Biiytik tanecikler ise genis gozenek
yapisini ve kiiciik yiizey alanini getirir. Bu gozenek yapist biiylik molekiillerin ve

proteinlerin ayrilmasinda uygundur.
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Sekil 1.9. Farkl1 6zellikteki kolonlar

1.2.6. Su-organik céziicii karisimlarinda pH

Organik ¢oziicli oran1t %70’e¢ kadar ikili karigimlarda pH sudaki gibi
Olciilebilmektedir. Sivi kromatografide, iyonlasabilen bilesiklerin ters faz sivi
kromatografik ayrilmalarinda etkisi incelenen temel deneysel faktorler; organik
modifiyer derisimi, pH ve sicakliktir. Noétral ¢oziinenlerde mobil faz pH sinin
ayirmada etkisi yokken iyonlasabilen bilesiklerde alikonma zamani mobil faz pH s1
ile sigmoidal bicimde degisir. Iyonik form, yiiksek polaritesi ve yiiksek ¢oziiniirliigii
nedeniyle kolonda tutunmazken noétral form istekle tutunur. Nétral tiirlerde pH
alikonmay1 etkilemezken analitin asidik veya bazik olmasi durumunda nétral tiirlerin

daha ¢ok, iyonik tiirlerin daha az tutundugu bilinir.
1.2.7. Su —Organik c¢oziicii ikili karisimlarinda iyonlasma sabiti tayini

Iyonlagma sabiti, bir molekiiliin iyonlagsma davranisini belirlememizi saglayan temel
parametredir. Iyonlasma sabitlerinin su ortamindaki tayinleri, bilesigin sudaki
¢Oziinlirliigliniin az olmast durumunda su-organik c¢oziicii ikili karisimlarinin
kullanilmasini zorunlu kilar. Stvi kromatografide su-organik modifiyer karigimlari
olarak su-asetonitril, su-metanol, su-tetrahidrofuran kullanilmaktadir ve bu ikili
karigimlarda pH standardizasyonunda herhangi bir problem kalmamistir. Bilesiklerin
su-organik c¢oziicii karisimlarindaki pK, degerleri, sivi kromatografi yonteminde
ayirmalarinin optimizasyonunda gerekli degerlerdir. Ciinkli kromatografik ayirmada

optimum kosulda mobil faz pH degeri genellikle pK,; +2 araliginda olmaktadir.
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Bilindigi gibi iyonlagsma sabitlerinin tayininde ilk yontemler titrimetrik ve
spektroskopik yontemlerdir. Halen gegerliligini koruyan bu yontemler yanisira
giiniimiizde gerek sivi kromatografi gerekse kapiler elektroforez gibi ayirma

yontemlerinin de bu amagla kullanildigin1 gérmekteyiz.

Ozellikle ¢oziiniirliigii yeterli olmadig1 igin klasik tekniklerle iyonlasma sabitlerini
tayin edemedigimiz durumlarda daha diisiik derisimde ¢aligma imkani saglayan bu
teknikler uygun teorik yaklagimlarda ¢ok az miktarda madde kullanarak ve bilesigin
yapisindaki safsizliklarin olumsuz etkisinde kalmadan iyonlasma sabitlerinin tayinine

imkan tanimaktadir.

Ayrica suda c¢Oziiniirliigli az olan bu nedenle su ortaminda pK, degerleri tayin
edilemeyen bilesiklerin sudaki pK, degerlerine geciste de su-organik ¢oziicii ikili

karisimlarindaki degerlerden yararlanilmaktadir.

1.2.8. Sivi kromatografi yontemiyle pK, tayini

S1v1 kromatografik yontemler, asitlerin ve bazlarin iyonlagsma sabitlerinin tayininde
son yillarda siklikla kullanilan metodlar arasindadir. Bu metotta kullanilan kolonun
ozelliklerine gore belirlenen pH degerlerinde alikonma zamani Olgiliir. Sivi
kromatografi yontemi diisilk derisimlerde analit ile calisabilme, c¢alisilan
bilesiklerdeki safsizliklarin belirlenebilmesi ve bu safsizliklarin hata getirmemesi
gibi avantajlarindan dolayr siklikla kullanmilir. Alikonma zamanimin pH ile degisimi
grafige gecirildiginde yine sigmoidal davranis gozlenir. Bu sigmoidalin orta
noktasindaki pH degeri, o bilesigin calisilan ortamdaki iyonlagma sabitini verir. Su-
organik ¢oziicli ikili karisimlarinda organik ¢oziiciiniin farkli derigsimlerinde pKj
degerlerinin hesaplanmasi igin gelistirilmis matematiksel modeller analizciye son
derece yararli bilgiler saglamaktadir. Su-organik c¢oziicii ikili karigimlarinda az
sayida deney yaparak iyonlagma sabitlerini tahmin edebilmek ancak bu matematiksel
modellerle miimkiindiir. Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin pK, sabitlerinin
tayininde ortamin iyonik siddetini de dikkate alarak hesaplama yapabilen non-lineer
regresyon programlar1 da gelistirilmistir. S1vi kromatografik yontemlerin en 6nemli
dezavantaji mobil fazin pH sinin dolayisiyla tayin edilen pK, degerinin kolon dolgu

metaryalinin belli bir pH araliginda kullanilabilmesinden dolay1 sinirli olmasidir. Bu
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metotta kullanilan kolonun pH smirlar1 dikkate alinarak mobil fazin pH s1
ayarlanmalidir. Ayrica su ortami i¢in iyonlagsma sabitlerinin tayini ancak su ile elue
olan bilesikler i¢in yapilabilir. Ayrica diisiik organik ¢oziicii bilesimlerinde alikonma
zamanlarinin uzun olmasindan dolayr ve kolon etkilesimlerinden dolayr pKj
sabitlerinin yeterli dogrulukta tayini miimkiin olmamaktadir. Asidik bilesiklerde daha
yeterli dogruluk ve kesinlikteki veriler, piklerin simetrik olmalarina baglanmaktadir.
Bazik bilesiklerin protonasyon sabitlerinin tayinlerinde pik kuyruklanmalar: tayinde

olumsuz etki yapmaktadir.

Siv1 kromatografik yontemle tayinde bilesigin pK, £2 degerleri dikkate alinarak
mobil fazin pH degerleri belirlenir ve pH s1 belli mobil fazlar kullanilarak kapasite
faktorleri tayin edilir. Kapasite faktoriiniin pH ile degisimi grafige geg¢irildiginde yine
sigmoidal davranis gozlenir. Bu sigmoidalin orta noktasindaki pH degeri, o bilesigin
calisilan ortamdaki iyonlasma sabitini verir. Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin
iyonlagma sabitlerinin tayininde sivi kromatografik yontemle ortamin iyonik
siddetini de dikkate alarak hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlari da

gelistirilmistir.

Bu yontem, diisiik derisimler de analit ile calisabilme imkani tanir. Bilesigin saf
olmast gerekmez. Potansiyometrik yontemlerde oldugu gibi titrant ve analit
derigiminin kesin olarak bilinmesi gerekli degildir. Caligilan ortam su-organik
¢oziici  ikili  kansmmudir.  Hidroorganik  ¢dziici  kanigimlarinda  pH
standardizasyonunun bilinmesi gereklidir. Bazik bilesiklerde kolonla analit
arasindaki olumsuz etkilesimlerin pik simetrisini bozmasi, ¢ok hidrofobik

bilesiklerde kolondan alinmama veya kuyruklanma problemleri s6z konusudur.

Sivi kromatografi (LC) ile pK, tayininde ilk ¢aligmalar Harvath-Melander’a aittir.
Calismacilar, ters faz sivi kromatografide kolon dolgu materyali ile asidik-bazik
fonksiyonel gruplu yapilarin etkilesimlerini dikkate alarak gerekli bagintilar
hazirlamiglar ve monoprotik, diprotik asitlerde, monofonksiyonlu bazlarda ve ikiz
iyonlarda kapasite faktorii, mobil fazin hidronyum iyonu derisimi ve bilesigin pK
degerleri arasindaki bagintilar1 tiiretmislerdir. Bu bagimntilara gore kapasite
faktoriiniin mobil faz pH si1 ile degisimini gosteren grafikleride 6nermisleridir. Sivi

kromatografi ile iyonlagma sabiti tayininde bilesigin kolon ile etkilesim dengesi
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teorik olarak gelistirilir. Bilindigi gibi kromatografik ayirma, ¢6ziinen (S) ile ODS
gibi hidrokarbon ligand (L) arasinda olusan kompleksin davranisiyla gerceklesir.
Bu dengeye ait denge ve denge sabiti;

S+LeoSL K =14 (1.5)

Esitlikleriyle verilir.
Bilindigi gibi monoprotik zayif asitlerin iyonlagmasi ve iyonlagma sabiti asagidaki
gibi verilir.

+ p—
HA o A~ + H* Koy = % (1.6)

Molekiiler formdaki monoprotik asit ile anyonun sabit fazdaki ligand ile dengesi ve

ilgili sabitler, asagidaki esitlikler ile gosterilir.

[LHA]g

HA + L d LHA KLHA = [HA]m[L]S (17)
_ _ LAl
A +Lo LA Kia = ot (1.8)

Kapasite faktorii, HA nin sabit ve mobil fazlar arasindaki dagilma oranina bagh

olarak hesaplanabilir. Burada ¢ organik modifiyer yiizdesine bagl bir sabittir.

(1.9)

Onceki esitlikler kapasite faktdriinde yerine yazilirsa yandaki genel formiil elde
edilebilir.

KLHA[L]5+KLA—[L]S Kam
k=¢ I (1.10)
BT
Molekiiler formun kapasite faktorii; kg = @[L] K ya (1.11)
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Iyonlasan formun kapasite faktorii; k_; = ®[L]sK; 4- (1.12)

K

Bu bagintilar genel esitlikte yerine yazilirsa son denklem; k = (1.13)

Kam
[H*]m

Bu sekilde elde edilir.

Zayif asitin iyonlagsma sabiti, bu baginti, mobil faz pH s1 ve kapasite faktorleri

kullanilarak hesaplanabilir.

pH; pRa

Sekil 1.10. Zayif asidik bilesiklerde pH nin kapasite faktoriine etkisi

Ozetlenecek olursa bir bilesigin pK, tayini sivi kromatografik yontemle yapmak
istendiginde mobil fazin bilesimi sabit tutulur. Farkli pH degerlerinde mobil fazlarin
hazirlanmas1 ve her bir pH kosulu icin liger enjeksiyonla alikonma zamanlari
belirlenir. pK; +2 araliginda farkli pH degerlerinde kapasite faktorleri belirlenir.
Daha sonra x ekseninde pH’lar, y eckseninde kapasite faktorleri kullanilarak
hazirlanan sigmoidallarin doniim noktasi bilesigin iyonlagsma sabitini verir. Bu

sekilde pKj tayin edilmis olur.
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1.3. Potansiyometrik Titrasyonlar

Karsilagtirma elektrodu ile uygun ikinci bir elektrot ile olusturulan elektrokimyasal
hucrede Olgtlilen gerilim degerleri kullanilarak hiicre ¢ozeltisindeki iyonlarin nicel
analizine potansiyometri denir. Potansiyometrik titrasyon yonteminde her titrant
eklenmesinden sonra 6lgiilen potansiyel degeri eklenen titrant hacmine karsi grafige
gecirilerek  potansiyometrik titrasyon egrisi olusturulur. S seklinde olan
potansiyometrik titrasyon egrisinde, egrinin egiminin en biiylik oldugu nokta déniim
noktasidir. Asit-baz tepkimelerinde cam elektrot iyon secici elektrot olarak
kullanilmaktadir. Cam elektrot, hidrojen iyonu icin en onemli indikator elektrottur ve

bircok kosulda pH 6l¢iimleri icin cok yonlu bir alettir (Yildiz vd., 1997).

Potansiyometrik titrasyonlar da esdegerlik noktasinda pH degerinde birdenbire
biliyiik bir degisme olur. Asitin ve bazin kuvveti azaldik¢a, doniim noktasinda
gozlenen pH degismesinin biiyiikliigii ve keskinligi azalir. Aynit durum, kullanilan
titrant derisiminin azaldigr zaman ve zayif asidin kuvvetli bir baz yerine zayif bir

bazla titre edildigi durumlarda da gozlenir (Y1ldiz vd., 1997; Skoog vd., 2011).

Potansiyometrik  titrasyon sudan bagka ¢oziicilerde de uygulanabilir.
Potansiyometrik yontemler, su-organik ¢oziicii ikili sistemlerinde de kullanilmaktadir
(Yildiz vd., 1997).

1.4. Potansiyometrik Yontemle pK, Tayininde Kullanilan Bagintilar
1.4.1. Kuvvetli Monoprotik Asitler icin Gran Esitlikleri

V., hacminde C, derisiminde olan bir kuvvetli monoprotik asiti, C, derisimindeki
MOH kuvvetli bazi ile titre edelim. Titrasyon yaparken asit ¢ozeltisine ilave edilen
baz ile asitin bir kismi tepkimeye girer ve ayni zamanda hacmin artig1 nedeniyle
geride kalan asit derisiminde seyrelme olur. Cozeltide esdegerlik Oncesi bolgede

[H'], asagidaki bagint1 ile hesaplanur.

_ Cava—-CbVb

M=% (1.14)
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Esdegerlik noktasindan ilerde ortamda baz fazlasi vardir ve ortamda [OH'], asagidaki

baginti ile hesaplanir.

CbVb-CaVa

[O H-] = Va+Vb

(1.15)

Asitin bazla etkilesmesini ifade edelim ve anyonik tiir ile kuvvetli baz katyonunun

derisimlerini ifade edelim.

HA + MOH < M" + A"+ H,0 (1.16)
_ CaVa

IA1= e (1.17)
+7 _ CbVb

Ml =5 (1.18)

Burada Ca ve Cb, asit ve bazin baslangi¢ derigimlerini; Va/(Va+Vb ) ile Vb/(Va+Vb)

gosterimleri, titrant ilavesi ile seyrelmeyi ifade eder. Yiik dengesini ifade edelim.
[H']+[M]=[AT+[OH] (1.19)
[M™] ve [A] min gésterimlerini yiik dengesinde yerine koyalim.

+ CbVb _ CaVa -
[H]+ Va+Vb  Va+Vb +[OH] (1.20)

A=[H7-[OH] (1.21)

yi vermek {izere diizenleyelim. Bir titrasyonda nétrallesme kesri, asagidaki gibi ifade

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

CbVb
(Pab = CaVa (122)

(ap, titrasyonun baslangicinda 0; esdegerlik noktasinda 1 dir. Titrasyon siiresince Vb
ile degisir.
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Esdegerlik noktasinda Vb=V oldugunu dikkate alarak noétrallesme kesrini ifade

edelim ve V., terimini ¢cekelim.

CbV.
Pap= (1.23)
_ CaVa
Ve = 5 (1.24)

Esdegerlik noktasini lineer bir iligki ile belirlemek istedigimizde 1.14 nolu esitligi A

cinsinden ifade ederiz.

s CaVa-CbVb
A=[H']-[OH] :ava (1.25)
Esitlik 1.24’de CaVa’ y1 Ves Cy olarak ifade edelim.
_ CbVe-CbVb
= Varvb (1.26)
A(Va+Vb) = Cb(Ve$-Vb) (1.27)

Esitligin sol tarafinda bilinenler mevcuttur. Bu bagitida degisken, Vb’dir.

A(Va+Vb) = CbVes — CpVp (128)

A (Va+Vb) ile Vb iliskisi lineerdir. Egim, — Cb ve x eksenini kestigi noktada
V) = Ves dir.

Bu esitlikte, asidik bolgede A = [H]-[OHT] = [H] ve bazik bolgede A = [H*]-[OH]
= OH] yaklasimu ile diisiiniiliir. Asidik bolgede

A =[H"] - [OH] = [H+] oldugundan A(V,+Vp) = Cp(Ves-Vp) gdsterimi

[H+] (Va+vb) = Cb(ves'vb) (129)
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seklinde gosterilir. Bu bagint1 siklikla agsagidaki sekilde verilir.

¢ = (Vo + Vion). 10" (asidik bolge) (1.30)

Esdegerlik 6tesi bazik bolgede A = [H'] — [OH] = -[OH] oldugundan

A (Va+ Vp) = Cp(Ves — Vp) gosterimi (1.31)
'[OH-](Va + Vb) = Cb(Ve§ - Vb) veya (132)
[OH](Va + Vi) = Cy(Vb — V) seklinde gosterilir. (1.33)

Bu son bagintiy1 biraz daha diizenleyelim.

[OHT(Va+ Vi) = Co(Vp-Ves) (1.34)
KSU

= +](Va +Vp) = Cp(Vb-Ves) (1.35)
(Va+Vb) _ C

[aH—ﬂ) = (Vo= Vey) (1.36)

Bu ifadeler ilk defa Gran tarafindan kullanildigi i¢in Gran esitligi olarak bilinir
(Gran, 1952; Gran 1988). (Va +Vb ) /[H+] — Vb iliskisi lineerdir ve x eksenini kesim
noktas1 Vb=Ves dir. Bu baginti siklikla asagidaki sekilde ifade edilir (Levie, 1997).

¢ = (Va + Vkon).10"" (bazik bolge) (1.37)

Bu bagintilar, karbonat hatasinin belirlenmesinde gerekli bagintilardir.
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1.4.2. Zayif Monoprotik Asitler icin Gran Esitlikleri

Bir HA tek protonlu zayif asitinin MOH kuvvetli baz ile titre edildigini diigiinelim.
Asitin iyonlagma sabiti Ka olsun. Bu tip bir titrasyonda egri, baslangig, esdegerlik
oncesi, esdegerlik ve esdegerlik sonrasi bolgeler olarak diisiiniiliir.

Bilindigi gibi HA asitinin iyonlagma dengesi

HA — H' +A (1.38)

dir. Bu dengeye ait asitlik sabiti

Ka= (1.39)

dir. Monoprotik HA asidinin titrasyonunda esdegerlik Oncesinde HA’nin

iyonlasmamis halinin derisimi agsagidaki gibi hesaplanir.

Cava—CbVb
[HA] == —"— (1.40)
Ayni sekilde [A"] derisimi de asagidaki baginti ile hesaplanir.

CbVb
ISE (14

Bu iki esitligi kullanarak tampon bdlgede hidronyum derisimini hesaplamak

Istedigimizde
Ka(CaVa—-CbVb)
— Ka[HA] ~ (Va+Vb)
[H+] = St = —LE (142)
(Va+Vb)

bagintis1 elde edilir. Bu esitligi, Ve i¢in gerekli bagimtimizi diistinerek yeniden

diizenleyelim. Bagintida V¢ kullanarak hidronyum derisimi ifade edilir.
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Ka(Cava—-CbVb)

+1 _ Ka[HA
[H] =220 = —hy (1.43)
Cb
+1 _ Ka(Ves—Vb)
[H]=" (1.44)

Goriildiigii gibi monoprotik zayif asitlerin kuvvetli bazla titrasyonununda Gran
egrisinin esdegerlik 6ncesi bolgesi i¢in kalibrasyon fonksiyonu budur. Bu bagintiyi

lineer fonksiyon olarak diisiinelim.

[H]. Vb = Ka Ves — Ko Vp (y=a—mx) (1.45)

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

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

Ka(CaVa—-CbVb)

H1=—"% (1.46)
[H'ICoVb = KiCaVa - KiCyVp (1.47)
olarak yazabiliriz.

Her iki tarafi asidin mmol sayisina (CaVa) bolersek bu durumda esitlik,
[HY]CbVb _ KaCaVa KaCbVb (1.48)

CaVa Cava  CaVa

Qe = T (1.49)
[H'] @an = Ka - Kaap (1.50)

dir. @ap , Vb ile degisir ve esdegerlik noktasinda 1°dir. @a = 0 oldugunda titrasyon
baslangi¢ noktasindadir. Bu fonksiyonda da egim yine — Ka’ y1 verir. Esdegerlik

sonras1 bolgede ise ortamda kuvvetli baz hakimdir ve kuvvetli bazla ilgili Gran
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fonksiyonu bu amagla kullanilir. Bu baginti protonlanmis zayif monoprotik bazik

tiirler (BH") i¢inde aynen uygulanr.

31



2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez ¢aligmasinin konusu olan zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen hakkinda
yapilan literatiir arastirmalarinda iyonlasma sabitleri konusunda yeterli bilgi
birikiminin olmadig1 goriilmektedir. Bulunan g¢alismalar, ilaglarda bu bilesiklerin
kantitatif tayinleri ile ilgilidir (Cizelge 2.1). Yapilan taramada goriildiigii gibi siklikla
C8 ve C18 kolon kullanilmstir. Cizelge 2.1’de goriildiigii gibi organik ¢oziicii olarak
metanol, asetonitril ve tetrahidroforan tercih edilmistir; organik ¢oziicii igerigi

yiiksektir. Fosfat tamponu secilmistir. Calismalar iyonlagsmanin engellidgi pH’larda

yapilmuistir.

Cizelge 2.1. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenle ilgili ¢aligmalar

Bilesik Kolon /Kolon sicakligi | Hareketli faz /Dalga boyu Literatiirler
Deksketoprofen | Hypersil BDS C 18 0,01 m fosfat tamponu; pH 6: | Pokharkar;
trometamol 40°C asetonitril (75:25, % v/v)/ 254 nm 2011
Deksketoprofen | Hypersil ODS-C 18 metanol: amonyum asetat tamponu Toufik; 2011
trometamol 25°C (65: 35, % v/v)/ 256 nm
Deksketoprofen | Purosphere STAR RP- | metanol :fosfat tamponu; pH 4,5 Harde; 2012
trometamol 18 25°C (65:35, % v/v)/ 260 nm
Deksketoprofen | Agiland eclipse C 8 Asetonitril: %0,1 HsPO, ¢ozeltisi; pH | Shivani;
trometamol 25°C 2,6: (41,9 : 58,1; % v/v)/ 254 nm 2015
Aseklofenak Symetry nukleosil C8 | 0,01 m NaH,PO, tamponu : asetonitril | Reddy; 2014
25°C (40/60, % viv )/ 260 nm
Aseklofenak Phenomenex gemini C | fosfat tamponu ; pH 5: asetonitril Paul; 2011
18 20°C (60:40 % v/v)/275 nm
Aseklofenak Zorbaks SP C 18 Asetonitril: 50 mM H3;PO, tamponu; | Shaikh;
25°C pH 6 (40:60 ,% v/v) /270 nm 2008
Aseklofenak Shimpack C 18 Asetik asit ¢ozeltisi pH 3,5: metanol, Ashraful;
30°C (50/50, % v/v) /273nm 2011
Zofenopril Phenomenex gemini C | metanol(¢éziici  A)- fosforik asit | Aslan;
18 25°C tamponu pH 2,5 (¢6ziicii B)/270 nm 2011
Zofenopril Prospher BDS C 18 Asetonitril:metanol:0,02m  NaH,PO, | Devika;
25°C tamponu pH:7,2 (40:20:40 % v/v)/245 | 2012
nm
Zofenopril Agilent LiChrospher C | Su-TFA (99,9:0,1; % v/v)(Céziicii A)- | Carlucci;
1825°C Asetonitril-TFA (99,9:0,1; % v/v )/245 | 2010
nm
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3. MATERYAL VE METOT
Bu boliimde zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen’in ters faz sivi kromatografik
yontemle iyonlagsma sabitlerinin, su-asetonitril karisiminda ters faz sivi

kromatografik yontemle tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi

verilmigtir.

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir. Bu
tezde ¢aligilan bilesikler, Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

Bilesik Kimyasal Yapisi Ozellikler
° E.N: 257,03°C
Zofenopril OH CAS No:81872-10-8
C2oH23NO,S, 0 N 0 HPLC saflikta
429,552 g/mol N s"\/&o > 008
| P :
(2S,45)-1-[(2S)-3-(benzoil-
suilfanil)-2-metilpropanoil]-4-(fenil
stilfanil)pirolidin-2-karboksilik asit
Cl
g i E.N: 200°
Aseklofenak Cl o Mo -N: SU0=
C1sH12CILNO, i CAS N0:89796-99-6
3§Z 184 ofmol HPLC saflikta> %98
1949 2-[(2-{2-[(2,6-dikhloro fenil)
amino] fenil}asetil)oxy] asetik asit
E.N:149,15 °C
Delsketoprofen CAS N0:22161-81-5
0
CueH1iOs HPLC saflikta> %98
254,280 g/mol | 5 po70il-2,3-dihidro-1H- pirolidin
-1-karboksilik asit
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Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve ozellikleri, Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Kromatografik ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Aciklama
Potasyum hidrojen fitalat | Elektrot kalibrasyonu i¢in | Merck (Referans Deger
referans standart Standardi)
Fosforik asit Mobil faz pH’ sinin Merck, analitik saflikta
ayarlanmasinda
Sodyum hidroksit Mobil faz pH’ sinin Merck, analitik saflikta
ayarlanmasinda
Asetonitril Mobil faz i¢in kullanilan | Merck , HPLC saflikta
organik ¢oziicii
Urasil Kolonda tutunmayan tiiriin Sigma, HPLC saflikta
kolonu terk etme zamanini
belirlemede

Cizelge 3.3. Potansiyometrik ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim Amaci Aciklama
Hidroklorik asit Hiicre potansiyelinin Merck, ayarli ¢ozelti
belirlenmesi
Potasyum hidroksit Titrant Merck, ayarli ¢ozelti
(Titrisol)
Potasyum kloriir Iyonik siddet ayarlayici Merck, analitik saflikta
KHP Baz ¢ozeltisinin ayari Merck (Referans Deger
Standardi)

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Yiiksek performansh sivi kromatografi cihaz

Calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davraniglarinin incelenmesinde ve pKj,
degerlerinin  tayininde, = Shimadzu marka HPLC  cihazt  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sistemde, sistem kontrol {initesi (CBM 20A), pompa (LC20
AD), dedektor (SPDM 20A UV dedektor), kolon firin1 (CTO 20 AC) ve gaz giderme
tinitesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.
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3.2.2. Kolon

Calismada zofenopril, aseklofenak ve Deksketoprofen’in ters faz sivi kromatografik
tayinleri i¢in Nucleosil 300-5 C4 (250 mm, 4,6 mm, 5 um) ters faz sivi kromatografi
kolonu kullanilmistir. Bu kromatografik c¢alismalar igin kolon sicakligi 37 °C akis
hiz1 1mL/dakika olarak belirlenmistir.

3.2.3. pH/iyon metre

HPLC mobil fazinin pH 6l¢iimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/iyon analiz cihazi
kullanilmistir. Metleer Toledo InLab 413 Ag/AgCl kombine cam elektrottan
yararlanilmistir. IUPAC’a gore asetonitril-su ikili karisgimlarinda elektrot
kalibrasyonu igin potasyum hidrojen fitalat referans standart ¢o6zelti olarak
secilmistir. Mobil faz pH’sinin ayarlanmasi esnasinda sicaklik 25 °C+0,1’de sabit

tutulmustur.

3.3. Kullanilan cozeltiler

Kromatografik ¢alismada, pK, degerlerinin tayini yapilan bilesiklerin her biri giinliik
olarak hazirlanmistir. Analitik saflikta temin edilen bilesiklerin her birinden 0,005 g,
5 mL mobil fazda ¢dziilerek 100 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C° de

muhafaza edilmislerdir.

Hazirlanan calisma c¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina enjekte
edilmistir. Calisma dalga boylari, zofenopril 245 nm, aseklofenak 275 nm ve
Deksketoprofen 254 nm olarak sec¢ilmistir. Her bilesik igin ikiser enjeksiyon
yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Iyonlagsma sabitlerinin tayini
icin zofenopril, aseklofenak ve Deksketoprofen’in %30, %35 ve %40 ACN:H,O

(v/v) ikili karsimlarinda ¢alisilmistir.

3.3.1.1. %30 (v/v) ACN:H,O ikili karisimi

200 mL’lik stok ortam i¢in 140 mL saf su alinmis ve tizerine 60 mL asetonitril ilave

edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak ACN:H,O ikili karisimlarinda hacim
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bliziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM derisimde
olacak sekilde H3PO4 (% 85 (w/w) ; 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir. Bu
ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran ACN:H,O karisiminda hazirlanmis
NaOH’den (1 M) ilave edilerek ¢alismada etkisi incelenmek istenen pH degerleri
(2,4; 3; 3,6; 4,2; 4,8; 5,4; 6; 6,6; 7,2) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar

ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.3.1.2. %35 ACN:H,0 (v/v) ikili karisim

200 mL’lik stok ortam i¢in 130 mL saf su alinmis ve tizerine 70 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak ACN:H,O (v/v) ikili karigimlarinda
hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM
derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (w/w); 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir.
Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran ACN:H,O (v/v).karigiminda
hazirlanmigs NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada etkisi incelenmek istenen pH
degerleri (2,4; 3; 3,6; 4,2; 4,8; 5,4; 6; 6,6; 7,2) olan mobil fazlar hazirlanmistir.

Mobil fazlar ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.3.1.3. %40 (v/v) ACN:H,0 (v/v).ikili karisim

200 mL’lik stok ortam i¢in 120 mL saf su alinmis ve tizerine 80 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak ACN:H,O (v/v) ikili karigimlarinda
hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 25 mM
derisimde olacak sekilde H3POy4 (% 85 (w/w) ; 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave edilmistir.
Bu ortama aynmi derisimde asetonitril bulunduran ACN:H;O (v/v).karisiminda
hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave edilerek ¢alismada etkisi incelenmek istenen pH
degerleri (2,4; 3; 3,6; 4,2; 4,8; 5/4; 6; 6,6; 7,2) olan mobil fazlar hazirlanmistir.

Mobil fazlar ultrasonik karistiricida degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.3.1.4. Potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi

Potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi, CgHyq(COOK)(COOH), primer standart pH
referans ¢ozeltisi olarak 0,05 molal derisimde kullanilmig ve pH metre bu bilesik i¢in

gerekli degere ayarlandiktan sonra mobil fazlarin pH degerleri ayarlanmistir. 2 saat
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110 °C’da kurutulmustur. Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklari giin

hazirlanmistir.

3.3.1.5. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen cozeltileri

Kromatografik ¢alismada bilesiklerin her birinden 0,005 g, 5 mL mobil fazda
coziilerek 100 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanmistir. Sivi kromatografi cihazina her bir

stok ¢ozeltiden 20 pL enjekte edilmistir. Her bir bilesik i¢in ikiser kez enjeksiyon

yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir.

3.4. Potansiyometrik Titrasyonlar

3.4.1. Kullamlan Cihazlar

3.4.1.1. pH/ iyon metre

Potansiyometrik titrasyon pH dl¢iimlerinde Mettler Toledo MA 235 pH/ Iyon analiz
cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo InLab 412 Ag/AgCl kombine cam elektrottan
yararlanilmigtir. pH Olglimlerinde sabit sicaklik banyosu (HETO CBN 8- 30 ve

HETO HMT 200 sicaklik kontrol iinitesi) kullanilarak 25 °C + 0,1 °C sicaklikta

calisiimastir.

3.4.2. pK, Tayininde Kullanilan Cozeltiler

3.4.2.1. %50 ACN:H,0 (v/v).Ikili Karistminin Hazirlanmasi

100 mL’ lik stok ortam i¢in 50 mL su alinmis ve tizerine 50 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su ikili karisimlarinda hacim
biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.

3.4.2.2. Iyonik Siddet Ayarlayicinin Hazirlanmasi

Iyonik siddeti ayarlamak iizere KCI kullanilmis ve kullanlan biitiin ¢ozeltilerde,

¢oziicli karisimlaria 0,1 M derisimi saglanacak sekilde KCI ¢ozeltisi eklenmistir.
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3.4.2.3. Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 M standart HCI ¢ozeltisi (titrisol), ortamin organik modifiyer yiizdesine uygun

olarak 0,1 M’a seyreltilmistir. Protonlama asamasinda bu ¢ozeltiden yararlanilmistir.
3.4.2.4. Baz Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 M standart KOH ¢o6zeltisi, ¢alisilan organik modifiyer-su ikili karistminda 0,05 M
olacak sekilde seyreltilerek titrant olarak kullanilmistir. Cozelti, 2.0.10° M KHP

cozeltisi kullanilarak ayarlanmigtir.
3.4.2.5. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen cozeltileri

Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin standart cozeltileri, 2.0.10° M
derisiminde olacak sekilde asetonitril-su ikili karistminda 30 mL olarak hazirlanmig

ve ¢ozelti ¢ift cidarl hiicreye alinarak potansiyometrik yontemle titre edilmistir.
3.5. Yontem
3.5.1. Sivi kromatografik yontemle tayin

Kromatografik ¢alismada, pK, degerlerinin tayini yapilan bilesiklerin her biri giinliik
olarak hazirlanmistir. Analitik saflikta temin edilen bilesiklerin her birinden 0,005 g
alinip, 5 mL mobil fazda ¢oziilerek 100 ppm’lik stok c¢ozeltileri hazirlanmig ve +4

°C’ de muhafaza edilmistir.

Hazirlanan calisma ¢ozeltilerinden 20 pL alinarak sivi kromatografi cihazina enjekte
edilmistir. Calisma dalga boylari, zofenopril i¢in 245 nm, aseklofenak igin 275 ve
deksketoprofen igin 254 nm olarak secilmistir. Her bilesik i¢in ikiser enjeksiyon
yapilarak ortalama alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Zofenopril, aseklofenak ve
deksketoprofen’in iyonlagma sabitlerinin tayini i¢in %30, %35 ve %40 ACN:H,O

(v/v) ikili karsimlarinda ¢alisilmistir.
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HPLC yontemi ile iyonlagsma sabitlerinin tayininde, asetonitrilin t¢ farkl
derisiminde ¢alisilmistir. pH metre, mobil faz pH degerleri belirlenmeden Once
potasyum hidrojen fitalat (KHP) ¢o6zeltisi ile kalibre edilmistir. pH metrenin
kalibrasyonu, kombine pH elektrodu ile 298 K referans alinarak yapilmistir. pH
elektrodu, okunan degerlerin kararli olabilmesi igin ¢alisilan su-organik ¢oziicii
karigiminda bekletilmistir. Her bir ortam i¢in KHP ¢ozeltisi 0,05 mol/kg derisiminde
hazirlanmig ve baslangi¢ potansiyel degeri belirlenmistir. Her bir ¢ozelti i¢in 3 6l¢iim
yapilmistir. Takiben her bir kosula ait pH degeri 2,4-7,2 araliginda olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu ayarlama islemlerinde tampon araligi dikkate alinarak 25 mM o-
fosforik asit kullanilmistir. Bu o-fosforik asit ilavelerinden sonra mobil faza 1 M

NaOH ilave edilerek istenen pH degerine ulagilmistir.

3.5.2. Potansiyometrik Titrasyonlar

NSAID’lerin iyonlagma sabitlerinin potansiyometrik yontemle tayininde, ACN:H,O
ikili karisiminin % 50(v/v) derisiminde g¢alisilmistir. Bu ortamda iyonik siddeti
ayarlamak {izere KCl kullanilmistir. KCl derisimi 0,1 M olacak sekilde ayarlanmaistir.

Titrant (KOH ¢dzeltisi), 0,05 M derisiminde hazirlanmis ve bu ¢6zelti 30 mL 0,002
M KHP ¢ozeltisi ile potansiyometrik titrasyonla ayarlanmistir. Karbonat hatasinin
olmadig asitin ayarli baz ile titre edilmesi ile kontrol edilmistir. Su-organik ¢oziicii
karigiminda  otoprotoliz  sabiti, hiicrenin E° standart potansiyeli ve egimi
belirlenmistir. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin 0,002 M’lik ¢ozeltileri
ayarli baz ¢ozeltisi ile 30 mL’lik ¢ift cidarli hiicrede titre edilmistir. Zofenopril,
zofenopril kalsiyum tuzu halinde; deksketoprofen, deksketoprofen trometamol tuzu
halinde bulundugundan ¢ozeltisine 1 M HCI (stok, titrisol)’den uygun hacim ilave
edilerek bilesik stokiyometrik oranda protonlanmistir. Aseklofenak asit halinde
bulundugundan protonlama yapilmamustir. Titrasyonlar, 25°C de gerceklestirilmistir.
Titrasyon verileri, o@-pH grafiklerinde degerlendirilmistir; Bjerrum yaklagimi
kullanilarakta  potansiyometrik  verilerin ~ uygunlugu  kontrol  edilmistir.
Potansiyometrik  titrasyonla ilgili  grafikler degerlendirilerek, titrasyonun
stokiyometrik davranisi belirlenmis ve calisilan bilesiklerin pK, degerleri tayin

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen yapilarinda karboksil grubu
bulundururlar. Bu bilesiklerle ilgili olarak, su-organik ¢oziicii ikili karigimlarinda
iyonlagma sabitleri ve kromatografik davraniglarina dair literatiirler de yeterli veri
bulunmamaktadir. Bunun igin, literatiirlerde bu bilesiklerin iyonlagsan kisimlarina ait
pKa degerleri, tahmini iyonlasma sabiti paket programlariyla hesaplanarak

verilmistir.

4.1. Bilesiklerin Marvin Sketch Programm 1fle Iyonlasma/Protonasyon

Sabitlerinin Tayini

Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen’in su ortamindaki tahmini pK; ve logP
degerleri Marvin Sketch programi ile hesaplanmis ve bu degerler gizelge 4.1°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen’in Marvin Sketch
programiyla hesaplanmig pK, ve logP degerleri

Bilesikler Kimyasal Yapilari

Zofenopril @

logP= 4,31

Aseklofenak C

-2.02 ;15.40 34
NH C

logP= 3,88

Deksketoprofen

logP= 3,61
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4.2. Bilesiklerin ACD-Lab Program Ile Iyonlasma/Protonasyon Sabitlerinin
Tayini

Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin su ortamindaki dagilma katsayilari
(logP) degerleri ACD-Lab programi ile hesaplanmis, degerler c¢izelge 4.2°de

verilmigtir.

Cizelge 4.2. Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen’in ACD-Lab programiyla
hesaplanmis logP degerleri

Bilesikler Kimyasal Yapilari
Zofenopril H3C, ®) @)
S N
(@) B
8
logP= 3,77
Aseklofenak Cl
NH OH
Cl O\)\
T
@)
logP=4,16
Deksketoprofen @) (:H3
| oH
O
logP= 2,81
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4.3. Bilesiklerin HPLC Yontemiyle Farkh Su-Organik Céziicii Ikili

Karisimlarinda Iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofenin iyonlagma sabitlerinin tayini %30, %35
ve %40 ACN:H,0.(v/v) ortamlarinda gerceklestirilmistir. Alikonma zamanina eliient
pH’sinin etkisi farkli pH degerleri 2,4; 3,0; 3,6; 4,2; 4,8; 5,4; 6,0; 6,6; 7,2; 7,5 olan
mobil fazlar kullanilarak incelenmistir. Bilesige ait pK, degerleri, alikonma zamani

ile pH arasindaki iliski kullanilarak Origin Pro2015 programiyla hesaplanmustir.
4.3.1. Zofenopril i¢in sivi kromatografik veriler

Zofenopril i¢in farkli pH’larda ve ti¢ farkli kosulda elde edilen alikonma zamanlari
(tr), kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayisi (N) degerleri gizelge 4.3, 4.4 ve

4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Zofenopril i¢in %30 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki alikonma zamani (t;),
kuyruklanma faktorii (Ty) ve etkin tabaka sayisi (N) degerleri

pH tr, ort Tt N
2,4 53,153 0,997 6282
3 52,279 1,068 5170
3,6 50,835 1,068 5170
4,2 37,243 1,038 4592
4,8 23,9235 0,882 3352
54 15,9295 1,06 2403
6 12,856 1,143 1815
6,6 13,309 1,15 1360

Cizelge 4.4. Zofenopril i¢in %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki alikonma zaman (t;),

kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayist (N) degerleri

pH tr, ort Tt N
2,4 25,579 1,04 5873
3 25,9815 1,042 5810
3,6 24,334 1,047 5675
4,2 19,796 1,02 5105
4,8 14,299 0,831 2906
5,4 10,4345 0,831 2906
6 7,843 1,059 2662
6,6 7,655 1,02 2318
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Cizelge 4.5. Zofenopril i¢in %40 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki alikonma zamani (t;),

kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayis1 (N) degerleri

pH t;, ort Ts N
2,4 13,7655 1,074 7523
3 14,2905 1,092 6338
3,6 13,1145 1,056 6078
4,2 12,0625 1,052 5520
4,8 9,5055 0,959 4641
54 7,423 0,845 3128
6 5,5765 0,997 3235
6,6 5,516 1,063 2977

Zofenopril i¢in bu ti¢ farkli kosulda pH-t; iliskisini gosteren grafikler Origin Pro2015
programiyla ¢izilmistir. Grafikler %30 i¢in sekil 4.1, %35 i¢in sekil 4.2 ve %40 igin

sekil 4.3’te verilmistir.

60 -
40

204

04

Sekil 4.1. Zofenoprilin %30 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma faktériine

etkisi

Sekil 4.2. Zofenoprilin %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma faktoriine

etkisi
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Sekil 4.3. Zofenoprilin %40 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma faktériine
etkisi

Zofenoprilin - pK, degerlerinin dogrolugu farkli yaklagimlar kullanilarak
kanitlanmistir. Burada istenen degerler e§imin giiven araliginin 1 veya 1’e yakin
olmasi, kesimin giiven araligmm 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e
yakin olmasi istenmektedir. Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da zofenopril i¢in tiim ortamlarda

bu kosulu sagladig: goriilmektedir.

y =1,0002x + 1,737 2,000 |
R?=0,9975
1,500
&
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0,000
-0,800 -0,600 -0,400 -0,200 0,000
log(1-(D*1-f))

Sekil 4.4. Zofenopril igin %30 ACN:H,O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t;
grafigi
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Sekil 4.5. Zofenopril i¢in %35 ACN:H,O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t.
grafigi
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Sekil 4.6. Zofenopril igin %40 ACN:H,O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t;
grafigi

Zofenoprilin deneylerden elde edilen alikonma zamanlar1 ve hesaplanan alikonma
zamanlari arasinda cizilen grafikte egimin giiven araliginin 1 veya 1’e yakin kesimin
giiven araligiin 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e yakin olmasi
istenmektedir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da zofenopril i¢in tim ortamlarda bu kosulu

sagladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Zofenoprilin %30 ACN:H,0O (v/v) ortaminda deneysel log t--hesaplanan
log t; grafigi
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Sekil 4.8. Zofenoprilin %35 ACN:H,0.(v/v) ortaminda deneysel log t-hesaplanan
log t; grafigi
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0,800
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Sekil 4.9. Zofenoprilin %40 ACN:H,0 ortaminda deneysel log t-hesaplanan log t;
grafigi
46



Zofenopril icin secilen kromatogram Ornekleri sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve

4.15’te verilmistir.

Cillsers\Analitik Lab'\Desktopinevzat\3%20'\FH 4, 2\nidkleosil %20 Acn PH 4,2 zafenoprill.led
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Sekil 4.10. Zofenoprilin %30 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 4,2

Chlsers\Analitik Lab\Desktop\nevzati%30'\PH @\nikleosil %30 Acn PH & zafenopril2.1cd
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Sekil 4.11. Zofenoprilin %30 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 6,0
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Sekil 4.12. Zofenoprilin %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 2,4
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Collsers\Analitic Lab\Desktopinevzat\%35\PH 4, 2\noklecsil %35 Acn PH 4,2 zafenopril1.1cd
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Sekil 4.13. Zofenoprilin %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 4,2

Chllsers\Analitik Lab\Desktop\nevzat\3640\ph 3nikleosil %640 Acn PH 2 zafenopril2.1cd
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Sekil 4.14. Zofenoprilin %40 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 3,0

Ch\Users\Analitik Lab\Desktop\nevzat\340'\FH 8\nlikleocsil %40 Acn PH 6 zafenopril2.lcd
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Sekil 4.15. Zofenoprilin %40 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 6,0
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4.3.2. Aseklofenak igin s1ivi kromatografik veriler

Aseklofenak igin farkli pH’larda ve ii¢ farkli kosulda elde edilen alikonma zamanlari
(t,), kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayis1 (N) degerleri gizelge 4.6, 4.7 ve

4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Aseklofenak igin %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki alikonma zamani
(t,), kuyruklanma faktorii (Ty) ve etkin tabaka sayisi (N) degerleri

pH tr, ort Tf N
2,4 38,278 1,131 7981
3 34,902 1,158 7615
3,6 27,691 1,35 6114
4,2 17,619 1,449 5804
4,8 12,7835 1,533 5389
5,4 10,615 1,459 4144
6 09,7465 1,452 3504
6,6 10,24 1,574 2099

Cizelge 4.7. Aseklofenak igin %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki alikonma zamani

(t,), kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayis1 (N) degerleri

pH tr, ort Tt N

2,4 21,221 1,147 7606
3 20,278 1,151 7556
3,6 16,721 1,202 7197
4,2 11,524 0,995 6293
4,8 8,7005 0,743 5031
5,4 7,469 1,005 6569
6 6,4475 1,393 5392
6,6 6,472 1,269 5368

Cizelge 4.8. Aseklofenak igin %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki alikonma zamani

(t,), kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayis1 (N) degerleri

pH tr, ort Tt N

2,4 12,229 1,087 8722
3 12,4995 1,101 8104
3,6 10,595 1,067 7429
4,2 8,425 1,05 6466
4,8 6,5925 0,771 4181
54 5,8045 0,914 4726
6 4913 1,118 5047
6,6 4,985 1,302 4859
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Aseklofenak i¢in bu ii¢ farkli kosulda pH-t; iliskisini gosteren grafikler Origin
Pro2015 programuiyla ¢izilmistir.

Sekil 4.16. Aseklofenak i¢in %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
faktoriine etkisi

22
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Sekil 4.17. Aseklofenak ig¢in %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
faktoriine etkisi
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Sekil 4.18. Aseklofenak i¢in %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
faktoriine etkisi
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Aseklofenakin  pKa degerlerinin  dogrulugu farkli yaklasimlar kullanilarak
kanitlanmistir. Burada istenen degerler e§imin gliven araliginin 1 veya 1’e yakin
olmasi, kesimin giiven araligmm 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e
yakin olmasi istenmektedir. Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de aseklofenak igin tiim

ortamlarda bu kosulu sagladig goriilmektedir.

y =0,9996x + 1,5938 2,000
R?=0,9987
M//AW‘ X
1,000 | o
S
0,500
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-0,800 -0,600 -0,400 -0,200 0,000
log(1-(D*1-f))

Sekil 4.19. Aseklofenakin %30 ACN:H,0.(v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t;

grafigi
y=09974x+ 1,335 1409
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Sekil 4.20. Aseklofenakin %35 ACN:H,O (v/v)ortaminda log(1-(D*1-f))-log t,
grafigi
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Sekil 4.21. Aseklofenakin %40 ACN:H,O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t,
grafigi

Aseklofenakin deneylerden elde edilen alikonma zamanlar1 ve hesaplanan alikonma
zamanlan grafige gecirildiginde egimin giiven araliginin 1 veya 1’e yakin kesimin
giiven araliginin 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e yakin olmasi
istenmektedir. Sekil 4.22, 4.23 ve 4.24’te aseklofenak i¢in tiim ortamlarda bu kosulu

sagladig1 goriilmektedir.

2,000
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Sekil 4.22. Aseklofenakin %30 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t,-hesaplanan
log t; grafigi
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Sekil 4.23. Aseklofenakin %35 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t-hesaplanan
log t; grafigi
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Sekil 4.24. Aseklofenakin %40 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t-hesaplanan
log t; grafigi

Aseklofenak icin secilen kromatogram ornekleri sekil 4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 4.29 ve
4.30°da verilmistir.

CALk AAnalitik Lab\Ds ph ' 0\PH 3.6\ni il %30 Acn FH 3.8 aseklofenaki lod

Det. h1
150+ ’%:

14.183
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Sekil 4.25. Aseklofenakin %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 3,6
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Collsers\Analitic Lab\Desktopinevzat\%30'\PH 5 4\nikleosil %30 Acn PH 5.4 aseklofenski . lcd
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Sekil 4.26. Aseklofenakin %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 5,4
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Sekil 4.27. Aseklofenakin %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 2,4

Ci\Users\Analitik Lab\Desktop'\nevzat\3625\PH B\ndkleosil %635 Acn PH 8 aseklofenak2 lod
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Sekil 4.28. Aseklofenakin %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 6,0
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Sekil 4.29. Aseklofenakin %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 4,2
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Sekil 4.30. Aseklofenakin %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH 6,6

4.3.3. Deksketoprofen i¢in sivi kromatografik veriler

Deksketoprofen icin farkli pH’larda ve ii¢ farkli kosulda elde edilen alikonma
zamanlari, kuyruklanma faktorii (Tf) ve etkin tabaka sayis1 degerleri ¢izelge 4.10,

4.11 ve 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.9. Deksketoprofen igin %30 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki alikonma zamani
(t,), kuyruklanma faktorii (Ts) ve etkin tabaka sayisi (N) degerleri

pH tr, ort Tt N
2,4 13,615 1,215 7401
3 13,860 1,232 7295
3,6 14,102 1,450 5712
4,2 12,955 1,427 5866
4,8 10,941 0,858 5917
54 8,275 0,671 1870
6 5,693 1,105 4390
6,6 4,885 1,655 2469
7,2 4572 1,770 2429
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Cizelge 4.10. Deksketoprofen icin %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki alikonma
zamani (t;), kuyruklanma faktorii (Tf) ve etkin tabaka sayisi (N)

degerleri

pH tr, ort Tf N
2,4 9,362 1,198 7083

3 9,508 1,190 7164
3,6 9,450 1,265 6920
4,2 8,944 1,236 6975
4,8 8,155 1,322 6825
54 7,000 0,650 2840

6 5,115 0,946 6640
6,6 4,329 1,177 5331
7,2 4,028 1,198 4870
7,5 3,879 1,193 4912

Cizelge 4.11. Deksketoprofen ig¢in %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki alikonma
zamani (t;), kuyruklanma faktorii (Tf) ve etkin tabaka sayist (N)

degerleri

pH tr, ort Tf N
2,4 6,869 1,127 7149

3 7,102 1,132 7323
3,6 6,898 1,052 6817
4,2 6,846 1,078 6666
4,8 6,497 1,098 6796
54 5,772 0,872 5347

6 4,703 0,712 2627
6,6 3,975 1,072 5540
7,2 3,755 1,161 5169
7,5 3,694 1,206 5537

Deksketoprofen igin bu ii¢ farkli kosulda pH-t, iliskisini gosteren grafikler Origin

Pro2015 programuiyla ¢izilmistir.

Sekil 4.31. Deksketoprofen
faktoriine etkisi

icin %30 ACN:H,0O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
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Sekil 4.32. Deksketoprofen igin %35 ACN:H,O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
faktoriine etkisi

Sekil 4.33. Deksketoprofen igin %40 ACN:H,0O (v/v) ortamindaki pH’nin alikonma
faktoriine etkisi

Deksketoprofenin pKa degerlerinin dogrulugu farkli yaklasimlar kullanilarak
kanitlanmistir. Burada istenen degerler egimin giliven araliginin 1 veya 1’e yakin
olmasi, kesimin giiven araligmm 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e
yakin olmasi istenmektedir. Sekil 4.34, 4.35 ve 4.36’de deksketoprofen i¢in tiim

ortamlarda bu kosulu sagladigi goriilmektedir.
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Sekil 4.34. Deksketoprofenin %30 ACN:H,O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t.

grafigi
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Sekil 4.35. Deksketoprofenin %35 ACN:H,0 (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t;
grafigi

y =0,9997x + 0,8423 1,000
R2 =0,9985

logt,
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Sekil 4.36. Deksketoprofenin %40 ACN:H,0O (v/v) ortaminda log(1-(D*1-f))-log t;
grafigi
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Deksketoprofenin deneylerden elde edilen alikonma zamanlar1 ve hesaplanan
alikonma zamanlar1 grafige gegirildiginde egimin giiven araliginin 1 veya 1’e yakin
kesimin giiven araligmin 0 veya 0’a yakin olmasi ve R? degerinin de 1’e yakin
olmasi istenmektedir. Sekil 4.37, 4.38 ve 4.39°te deksketoprofen i¢in tiim ortamlarda
bu kosulu sagladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.37. Deksketoprofenin %30 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t,-
hesaplanan log t, grafigi
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Sekil 4.38. Deksketoprofenin %35 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t-
hesaplanan log t, grafigi
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Sekil 4.39. Deksketoprofenin %40 ACN:H,O (v/v) ortaminda deneysel log t.-
hesaplanan log t; grafigi

Deksketoprofen i¢in secilen kromatogram ornekleri sekil 4.40, 4.41, 4.42, 4.43, 4.44

ve 4.45’te verilmistir.
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Sekil 4.40. Deksketoprofenin %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
3,6
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Sekil 4.41. Deksketoprofenin %30 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
6,6
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Sekil 4.42. Deksketoprofenin %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
2,4
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Sekil 4.43. Deksketoprofenin %35 ACN:H,0 (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
4,2
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Sekil 4.44. Deksketoprofenin %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
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Sekil 4.45. Deksketoprofenin %40 ACN:H,O (v/v) ortamindaki kromatogrami, pH
7,2

4.4. Potansiyometrik Yontemle Iyonlasma Sabiti Tayini

4.4.1. KHP i¢in %50 ACN:H,O (v/v) Ikili Karisimindaki Potansiyometrik
Titrasyon Grafikleri

2.10° M’lik KHP ¢ozeltisinin 30 mL si, ayarli KOH ile titre edilmistir. Elde edilen

mV verileri ve mV degerlerinin pH’a doniistiiriilmiis degerleri c¢izelge 4.13’de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.12. KHP’nin % 50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon verileri

mL mV pH

0,00 83,0 5,409
0,05 63,0 5,747
0,10 48,7 5,989
0,15 37,6 6,176
0,20 27,5 6,347
0,25 20,2 6,471
0,30 13,6 6,582
0,35 7,5 6,685
0,40 1,6 6,785
0,45 -4,0 6,880
0,50 -9,8 6,978
0,55 -15,5 7,074
0,60 -21,5 7,175
0,65 -28,0 7,285
0,70 -35,1 7,405
0,75 -43,1 7,541
0,80 -52,8 7,705
0,85 -65,3 7,916
0,90 -85,4 8,256
0,95 -106,8 8,617
1,00 -121,1 8,859
1,05 -137,5 9,136
1,10 -162,0 9,550
1,15 -210,0 10,362
1,20 -233,2 10,754
1,25 -246,2 10,974
1,30 -256,5 11,148
1,35 -265,3 11,296
1,40 -272,5 11,418
1,45 -279,3 11,533
1,50 -285,2 11,633
1,55 -290,0 11,714
1,60 -294,7 11,793
1,65 -298,8 11,863

KHP bilesigin titrasyonuna ait titrant mL-mV, pH-¢ ve Bjerrum grafikleri, sirasiyla
sekil 4.46, 4.47 ve 4.48’de verilmistir.
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Sekil 4.46. KHP’nin % 50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon grafigi
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Sekil 4.47. KHP’nin %50 (v/v) ACN:H,O ortamindaki potansiyometrik titrasyon
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Sekil 4.48. KHP’nin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki Bjerrum grafigi



4.4.2. Zofenoprilin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri

2.10° M’lik zofenopril ¢dzeltisinin 30 mL si, ayarli KOH ile titre edilmistir. Elde
edilen mV verileri ve mV degerlerinin pH’a doniistiiriilmiis degerleri ¢izelge 4.14’de

verilmistir.

Cizelge 4.13. Zofenoprilin % 50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon verileri

mL mV pH
0,00 168,9 3,805
0,05 161,5 3,930
0,10 153,3 4,069
0,15 146,2 4,189
0,20 139,3 4,305
0,25 133,2 4,408
0,30 127,0 4,513
0,35 122,7 4,586
0,40 118,0 4,665
0,45 113,6 4,740
0,50 108,8 4,821
0,55 105,2 4,882
0,60 100,7 4,958
0,65 95,8 5,041
0,70 92,0 5,105
0,75 86,6 5,196
0,80 83,3 5,252
0,85 78,4 5,335
0,90 73,6 5,416
0,95 68,4 5,504
1,00 61,1 5,627
1,05 54,4 5,740
1,10 46,5 5,874
1,15 36,7 6,040
1,20 23,2 6,268
1,25 3,3 6,604
1,30 -32,7 7,213
1,35 -92,8 8,229
1,40 -151,5 9,221
1,45 -190,5 9,880
1,50 -211,0 10,227
1,55 -227,1 10,499
1,60 -238,2 10,686
1,65 -246,3 10,823
1,70 -251,0 10,903
1,75 -254,6 10,963
1,80 -257,5 11,013
1,85 -261,7 11,084
1,90 -265,3 11,144
1,95 -268,7 11,202
2,00 -274,0 11,291
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Zofenopril bilesigin titrasyonuna ait titrant mL-mV, pH-¢ ve Bjerrum grafikleri,

sirasiyla sekil 4.49, 4.50 ve 4.51°de verilmistir.
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Sekil 4.49. Zofonoprilin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon grafigi
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Sekil 4.50. Zofonoprilin %50 (v/v) ACN:H;0 ortamindaki poansiyometrik titrasyon
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Sekil 4.51. Zofenoprilin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki Bjerrum grafigi
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4.4.3. Aseklofenakin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri

2.10° M’lik aseklofenak ¢ozeltisinin 30 mL si, ayarli KOH ile titre edilmistir. Elde
edilen mV verileri ve mV degerlerinin pH’a doniistiiriilmiis degerleri ¢izelge 4.15°de

verilmistir.

Cizelge 4.14. Aseklofenakin % 50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon verileri

mL mV pH

0,00 185,3 3,697
0,05 179,4 3,796
0,10 172,6 3,911
0,15 166,1 4,021
0,20 160,0 4,124
0,25 153,9 4,228
0,30 147,8 4,331
0,35 141,8 4,432
0,40 135,7 4,535
0,45 129,6 4,638
0,50 122,5 4,758
0,55 115,2 4,882
0,60 107,0 5,020
0,65 96,7 5,194
0,70 83,2 5,423
0,75 61,4 5,791
0,80 -5,4 6,920
0,85 -112,1 8,724
0,90 -220,8 10,561
0,95 -250,5 11,063
1,00 -266,6 11,335
1,05 -276,8 11,508
1,10 -284,5 11,638
1,15 -290,8 11,744
1,20 -296,0 11,832
1,25 -300,1 11,902
1,30 -303,9 11,966
1,35 -307,3 12,023
1,40 -310,0 12,069
1,45 -312,8 12,116
1,50 -315,1 12,155

Aseklofenak bilesigin titrasyonuna ait titrant mL-mV, pH-¢ ve Bjerrum grafikleri,

sirasiyla sekil 4.52, 4.53 ve 4.54’de verilmistir.
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Sekil 4.52. Aseklofenakin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon grafigi
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Sekil 4.53. Aseklofenakin %50 (v/v) ACN:H,O ortamindaki potansiyometrik
titrasyon pH-¢ grafigi
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Sekil 4.54. Aseklofenakin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki Bjerrum grafigi
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4.4.4. Deksketoprofenin potansiyometrik titrasyon veri ve grafikleri
2.10° M’k deksketoprofen ¢ézeltisinin 30 mL si, ayarli KOH ile titre edilmistir.
Elde edilen mV verileri ve mV degerlerinin pH’a doniistiiriilmiis degerleri ¢izelge

4.16°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Deksketoprofenin % 50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki titrasyon verileri

mL mV pH

0,00 103,60 4,909
0,05 96,80 5,024
0,10 92,00 5,105
0,15 87,00 5,189
0,20 82,50 5,265
0,25 78,70 5,330
0,30 74,40 5,402
0,35 71,30 5,455
0,40 68,00 5,510
0,45 64,80 5,565
0,50 62,10 5,610
0,55 59,20 5,659
0,60 56,10 5,712
0,65 53,20 5,761
0,70 50,30 5,810
0,75 47,70 5,854
0,80 44,60 5,906
0,85 42,00 5,950
0,90 39,10 5,999
0,95 36,80 6,038
1,00 34,10 6,084
1,05 30,90 6,138
1,10 28,00 6,187
1,15 25,10 6,236
1,20 21,80 6,291
1,25 19,00 6,339
1,30 14,90 6,408
1,35 11,80 6,460
1,40 8,00 6,525
1,45 4,20 6,589
1,50 -0,20 6,663
1,55 -5,90 6,760
1,60 -9,80 6,826
1,65 -14,70 6,908
1,70 -20,30 7,003
1,75 -23,80 7,062
1,80 -28,90 7,148
1,85 -34,10 7,236
1,90 -38,40 7,309
1,95 -43,10 7,388
2,00 -46,80 7,451
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Cizelge 4.16. Deksketoprofenin = % 50 (v/v) ACN:H,O ortamindaki titrasyon
verileri(Devam)

mL mV pH
2,05 -50,5 7,514
2,10 -54,0 7,573
2,15 -57,4 7,630
2,20 -60,6 7,684
2,25 -64,0 7,742
2,30 -67,2 7,796
2,35 -69,9 7,841
2,40 -73,0 7,894
2,45 -75,5 7,936
2,50 -78,1 7,980
2,55 -80,9 8,027
2,60 -83,8 8,076
2,65 -86,4 8,120
2,70 -89,5 8,173
2,75 -92,4 8,222
2,80 -95,1 8,267
2,85 -98,1 8,318
2,90 -101,2 8,371
2,95 -104,5 8,426
3,00 -107,5 8,477
3,05 -110,8 8,533
3,10 -114,2 8,590
3,15 -118,3 8,660
3,20 -122,0 8,722
3,25 -126,9 8,805
3,30 -132,6 8,901
3,35 -139,2 9,013
3,40 -146,8 9,141
3,45 -155,9 9,295
3,50 -167,3 9,488
3,55 -183,8 9,767
3,60 -204,7 10,120
3,65 -224,7 10,458
3,70 -240,7 10,729
3,75 -253,0 10,936
3,80 -263,1 11,107
3,85 -271,4 11,247
3,90 -278,0 11,359
3,95 -282,2 11,430
4,00 -287,4 11,518
4,05 -291,6 11,589
4,10 -295,4 11,653
4,15 -299,1 11,716
4,20 -303,4 11,788
4,25 -306,4 11,839
4,30 -309,7 11,895
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Deksketoprofen bilesigin titrasyonuna ait titrant mL-mV, pH-¢ ve Bjerrum
grafikleri, sekil 4.55, 4.56 ve 4.57°de verilmistir.
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Sekil 4.55. Deksketoprofenin titrasyon grafigi:%50 (v/v) ACN:H,0 ortaminda
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Sekil 4.56. Deksketoprofenin %50 (v/v) ACN:H,O ortamindaki poansiyometrik
titrasyon pH-¢ grafigi
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Sekil 4.57. Deksketoprofenin %50 (v/v) ACN:H,0 ortamindaki Bjerrum grafigi
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4.5. Su Ortamindaki pK, Degerlerinin Tayini

Bu tez calismasinda segilen zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen bilesikleri

hidrofobik bilesikler oldugundan suda ¢oziiniirliikleri azdir.

4.5.1. Mol kesri ile pK, tayini yontemi

Bu yontem kullanilarak zofenopril, aseklofenak ve deksketoprofen igin %30, %35 ve
%40 (v/v) ACN:H,O ortaminda elde edilen pK, degerlerinin mol kesri (X)
degerlerine kars1 bu ortamlardaki pK;, degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pK; degerleri belirlenmistir. Zofenopril igin
elde edilen grafik Sekil 4.58.’de, aseklofenak i¢in elde edilen grafik Sekil 4.59.’de,
deksketoprofen i¢in elde edilen grafik Sekil 4.60.’de verilmistir.

5,000 - y = 7,2646x + 3,3217
R%=0,9981
4,900 -+
4,800 -+
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0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250
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Sekil 4.58. Zofenopril i¢in ACN:H,0 ortaminda mol kesrinin pK, lizerine etkisi
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Sekil 4.59. Aseklofenak igin ACN:H,0 ortaminda mol kesrinin pKj iizerine etkisi
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Sekil 4.60. Deksketoprofen i¢in ACN:H,0 ortaminda mol kesrinin pK, tizerine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada tez projesinde belirtildigi sekilde deksketoprofen, aseklofenek ve
zofenoprilin pK, degerleri ters faz siv kromatografik yontemle tayin edilmistir.
Karsilastirma yontemi olarak potansiyometrik yontemden yaralaniimistir. Her 2

yontemle elde edilen sionuglar uyumludur.

Potansiyometri yonteminde % 50 (v/v) ACN:H,0 ortaminda elde edilen veriler; mL-
mV  grafiklerinde, pH-¢ grafiklerinde ve Bjerrum dogrusal grafiginde
degerlendirilerek bilesiklerin pK, degerleri hesaplanmistir. Bu degerler ¢izelge

5.1’de goriilmektedir.

Cizelge 5.1. Zofenopril kalsiyum, aseklofenak ve deksketoprofen trometamol
bilesiklerinin potansiyometrik titrasyon yontemiyle elde edilen pK,

degerleri
Bilesik pK,
Zofenopril kalsiyum 5,083
Aseklofenak 4,520
Deksketoprofen trometamol 6,007

pKa degerleri, ACN:H,0 ikili karisimlarinda tayin edilmistir. LC’ de alikonma lizerinde
pH’ nin etkisi, C4 kolon kullanilarak ACN:H,0 ikili karisiminin g farkli kosulu igin
(%30; 35; 40, v/v) belirlenmistir. Bu degerlerin ekstrapolasyonuyla sudaki degerlere
gecilmistir. Tezde C4 kolonun kullanimi ile daha disik derisimde asetonitrilin
kullanilmasi  pH standardizasyonunda problem yasanmamasini saglamistir.
Bilesiklere ait pK;, degerleri, alikonma zamani ile pH arasindaki iligki kullanilarak
non lineer modeli esas alan Origin Pro2015 programiyla hesaplanmistir. Bu degerler
zofenopril i¢in ¢izilge 5.2°de, aseklofenak icin ¢izelge 5.3’de deksketoprofen icin

cizelge 5.4’°te verilmistir.

Cizelge 5.2. Zofenopril i¢in Origin Pro2015 programiyla hesaplanan t; ya, tr a Ve pKy

degerleri
% ACN (V/V) Miktari tr,HA tr,A pKa
%30 ACN 54,404 + 0,810 12,294 + 0,758 4,474 + 0,050
%35 ACN 26,044 + 0,317 7,658 £ 0,317 4,627 £ 0,046
%40 ACN 13,930 £ 0,212 5,362 + 0,265 4877 +0,075
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Cizelge 5.3. Aseklofenak i¢in Origin Pro2015 programiyla hesaplanan t; ya, tra Ve

pKa degerleri
% ACN (v/v) Miktari t A t A PK,
%30 ACN 39,272 £ 0,258 9,964 + 0,148 3,848 + 0,018
%35 ACN 21,723 £ 0,268 6,648 + 0,174 3,993 + 0,039
%40 ACN 12,568 +0,261 5,096 + 0,200 4,210 +0,082

Cizelge 5.4. Deksketoprofen i¢in Origin Pro2015 programiyla hesaplanan t; ya, tra V€

pKa degerleri
% ACN (V/V) Miktar1 tr,HA tr,A pKa
%30 ACN 13,911+ 0,136 4,560+ 0,173 5,259 + 0,047
%35 ACN 9,388 + 0,082 3,959+ 0,125 5,536 + 0,053
%40 ACN 6,957 + 0,038 3,664 + 0,067 5,5738 + 0,043

Bu degerler, az sayidaki literatiir ile uyumludur. Bu verilerin literatiirde yer almasi

diger calismacilara 151k tutacaktir. Sonug olarak bu tezin kendi alaninda 6zgiin bir

calisma oldugunu ve alanina katki verecegi inancindayiz.
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