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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ALKILAMINO YAN ZiNCiRLi FENOTIAZIN TUREVLERININ
PROTONASYON SABITLERININ TERS FAZ SIVI KROMATOGRAFIK,
POTANSIYOMETRIK VE SPEKTROSKOPiIiK YONTEMLERLE TAYINi

Elif SEKMEN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

Antipsikotikler, psikiyatristler tarafindan psikotik semptomlarla
nitelenen ¢ok farkli klinik bozukluklarin tedavisinde siklikla kullanilirlar.
Fenotiazin bilesikler klinik kimyada antipsikotik ve sakinlestirici olarak
yaygin sekilde kullanilan ilaglardir. Fenotiazinler, azot ve kiikiirt atomlari
lizerinden trisiklik sisteme doniisen iki benzen halkas1 igeren
heterosiklik molekiillerdir. Fenotiazin tiirevleri, amino alkil yan zinciri
icerir ve heterosiklik yapinin azot atomuna baglanarak klinik kimyada
tedavi edici olarak 6nemli rol oynar. Kimyasal yapinin fizikokimyasal
parametreleri icinde, protonasyon sabiti en oOnemlilerinden biridir.
Protonasyon sabitleri  bilesiklerin  kromatografik = davranisinin
aciklanmasi ve tahmini i¢in dagilma katsayilar1 kadar 6nemlidir. Bu
calismada dort fenotiazinin (promazin, klorpromazin, triflupromazin ve
prometazin) pKa degerleri, ACN-su karisiminda bu bilesiklerin asit baz
denkliklerine iliskin bilgi eksikligini gidermek icin UV/pH titrasyon
metoduyla ve sivi kromatografik metotla tayin edilmistir. Su organik
¢oziici karisimlarinda pKa degerlerinin tayini icin ¢esitli teknikler vardir.
Siklikla, bu ilaglarda temel zorluk suda ¢6ziinmemeleridir ve bu durum
spektrofotometrik yontemlerin kullanimini gerektirir. Bu calismada
izokratik ters faz sivi kromatografi metodu pKadegerlerinin tayini i¢in
ikinci yontem olarak sec¢ilmistir. Fenotiazinlerin protonasyon sabitleri,
kapasite faktoriinin mobil fazin pH’sina baghhgr kullanilarak
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenotiazinler, protonasyon sabitleri, HPLC,
potansiyometrik yontem, spektroskopik yontem

2015, 100 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF PROTONATION CONSTANTS OF
PHENOTHIAZINE DERIVATIVES HAVING AMINO ALKYL SIDE CHAIN
BY USING REVERSED PHASE LIQUID CHROMATOGRAPHIC,
POTENTIOMETRIC AND SPECTROSCOPIC METHODS

Elif SEKMEN

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

Supervisor: Prof. Dr. A. Giileren ALSANCAK

Antipsychotics are frequently used by pyschiatrists to treat a wide range
of very different clinical disorders characterized by psychotic symptoms.
Phenothiazine compounds are commonly used in clinical medicine as
antipyschotic and tranquilizer drugs. Phenothiazines are heterocyclic
molecules containing two benzene rings linked in a tricyclic system
through nitrogen and sulfur atoms. Phenothiazine derivates having
amino alkyl side chain and these are connected to the nitrogen atom of
heterocyclic unit playing crucial role in medicinal chemistry. Among all
of the pyhsicochemical parameters of a chemical entity, the protonation
constant is one of the most important values. The protonation constants
are just as important as distribution coefficients for predicting and
explaining the chromatographic behaviour of the compounds. In this
study, pKa values of four phenothiazines (promazine, chlorpromazine,
triflupromazine ve promethazine) was determined in ACN - water
mixtures, in order to overcome the lack of information regarding the acid
base equilibria of this compounds by means of a UV/pH titration method
and liquid chromatographic method. There are a wide range of
techniques for determining pK, values in water organic modifier
mixtures. The main diffuculty of drugs is their aqueous insolubility and
that forces the use of spectrophotometric techniques. In this study
isocratic reversed phase liquid chromatographic method was selected as
a second method to determine pK. values. Protonation constants of
phenotiazines was determined by using the dependence of the capacity
factor on the pH of the mobile phase.

Keywords: Phenothiazines, protonation constant, HPLC, potentiometric
method, spectroscopic method.

2015, 100 pages
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1. GIRiS

Dialkilaminopropil yan zincirli fenotiazinler, birtakim ruhsal bozukluklarin
diizeltilmesine yardimc ilaglardir. Fenotiazin grubu ilaclar, antipsikotik ilaglar
arasinda yer alirlar. Bu ilaglar, glinlimiizde sizofreni ve diger psikolojik
bozukluklarin tedavisinde etkin sekilde kullanilmaktadir. Fenotiazin yapih
promazin, klorpromazin, triflupromazin ve prometazin, bu tedavide yaygin
kullanim alani bulan ilaglardandir. Bunun i¢in bu ilaglar ile ilgili calismalar,
ginimiizde giderek onem kazanmaktadir. Bu bilesiklerin yapi o6zelliklerini
belirlemek tUzere gerceklestirilen analitik calismalar son derece 6nemlidir.
Literatiirde bu bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin tayini ile ilgili yeterli calisma
yoktur. Bu tezde promazin, klorpromazin, triflupromazin ve prometazinin
iyonlasma sabitlerinin su-organik c¢oziici ikili karisimlarinda tayini
gerceklestirilmistir. Bu tayinlerde ayirma yontemi olarak, sivi kromatografik
yontem, Kklasik yontem olarak spektroskopik yontem ve potansiyometrik
yontem secilmistir. Yontemlerin birarada kullanilmasi1 ile verilerin
guvenilirliginin arttirilmas1 amaglanmistir. Konu, kimya alaninda c¢alisan
arastirmacilar oldugu kadar tip ve eczacilik alanlarina yonelik calismalar yapan

arastirmacilarin da ilgisini cekecektir.

1.1. Antipsikotikler

Tipta en ¢ok kullanilan ila¢ gruplarindandir. Tipta ataraktik, néroleptik, major
trankilizan gibi adlarla anilan bu ilaglar giintimtzde etkilerine uygun olarak
antipisikotik ad1 altinda konusulmaktadir. Bu ilaglar; sizofreni, bipolar bozukluk,
direncli depresyon ve anksiyete bozukluklarin tedavisinde kullanilirlar.
1950’lerde fenotiazin grubu ilaglarin bulunmasi, sizofreni tedavisinde g¢ok
onemli gelismeleri beraberinde getirmistir. Sizofreni, beyindeki kimyasal
maddelerin iletiminde bir bozukluk olmasi ve beyin yapisinda bazi farkliliklarin
goriilmesiyle ortaya ¢ikan bir beyin hastaligidir. Bu hastalik, toplumda ¢ok sik
konusulan bir hastalik olmasa da oldukg¢a yaygindir. Diinyada 60-65 milyon,
tilkemizde ise 600 binden fazla sizofreni hastasi vardir. Genelde 16-25 yas

arasinda ortaya ¢ikan bu hastaligin goriilme siklig1 yiizde birdir. Baglama yasi ne



kadar diiserse hem beyinde hem de kisilik tizerinde hasar o kadar fazlalasir. Bu
ilaglar cogunlukla sizofreninin akut semptomlarini olduk¢a ¢abuk kontrol altina
alarak kronik sizofrenlerin akut belirtilerle niiks etmesini énlemede basarili
sonug¢ verirler. Sizofrenide temel bozukluk, beyinde dopamin fazlahgidir.
Antipsikotik ilaglar, dopaminin beyindeki etkisini azaltarak etki gosterirler ve
hastalarda ortaya ¢ikan belirtileri yatistirarak hastanin giinliik yasama
uyumunu artirmakta, is verimini yiikseltmekte ve hastaligin tekrar ortaya
cikisini onlemektedir. Ilaglarin kullanimi hastadan hastaya ve tiirden tiire
degisiklik gostermektedir. Ilaclarin etki siiresi de hastadan hastaya degisiklik

gosterir ve kullanilan ilacin tiiriine bagh degisik yan etkiler gortlebilir.

1.2. Antipsikotiklerin Siniflandirilmasi

Antipsikotik ilaclar,

1.Fenotiazin tiirevleri,

2.Tiyoksanten tlirevleri,

3.Fluorobiturofenon,

4 Difenilbiitilpiperidin,

5.Dibenzodiazepin ve dibenzooksepin tiirevleri,
6.Benzamitler,

7.Indol tiirevleri ve izoesterleri,

8.Rezerpin ve diger Rauwolfia tiirevleri,
9.Degisik yapidaki bilesikler

olmak lizere 9 ana baslikta gruplanirlar.

1.3.Fenotiazinler

Fenotiazin tirevleri, antipsikotiklerin dokuz alt grubundan biridir.
Antihelmintik 6zellikleri nedeniyle tedaviye girmistir. Yapida yer alan R1 ve R2
suibstitiientlerine gore farkli farmakolojik etki gosterirler. R1 siibstitiientinin
azot tasiyan yap1 olmasi halinde ve R2 siibstitlientine flor gruplarinin girmesi ile
noroleptik aktivitenin arttig1 diisiiniilmektedir. R1 siibstitiientindeki dallanma

ise noroleptik aktiviteyi azaltmaktadir.



Fenotiazin tiirevleri kimyasal yapilarina gore

1. Dialkilaminopropil yan zincirli (promazin, klorpromazin, triflupromazin)

2. Piperidinopropil yan zincirli (tiyoridazin, mezoridazin, piperasetazin

3. Piperazinopropil yan zincirli  (perklorperazin, trifluoperazin,

tietilperazinperfenazin, flufenazin, asetofenazin)

tiirevler olmak tizere siniflanir.
Antipsikotik ilaglarin erken gelisimi Swazey(1974), Caldwell (1978) ve Tuillier
(1999) tarafindan 6zetlenmistir. 1950 ’lerin baslarinda Rauwolfia bitkisinden
elde edilen ekstraktlarin ve daha sonra Woodward tarafindan kimyasal olarak
sentezlenen, saflastirllmis aktif alkoloid rezerpinin, yiiksek dozlarinin bazi
antipsikotik etkileri gosterilmistir. Fenotiazinler 19. Yiizyilin sonlarinda anilin
boyalarinin gelistirilmesini takiben sentezlenmistir. 1930’larin sonlarinda
fenotiazin tiirevi prometazinin antihistaminik ve sedatif etkisi bulunmustur. Bu
gelisme prometazin ve diger antihistaminiklerin, psikiyatrik hastalarda
ajitasyon tedavisi icin kullanimina neden olmustur, ancak bu uygulama basarili
olamamistir. Prometazinin rodentlerde barbiratla olusan uyku siiresini azalttig1
saptanmis ve ilag¢ klinik anestezide, anesteziyi potansiyalize eden ve otonomik

yanitlari stabilize eden bir ilag olarak tanitilmistir.

Bu calisma, fenotiazin tlirevlerinin benzer etkilerinin arastirilmasini ve 1949-
1950’ de Charpentier’in klorpromazini sentezlemesini tesvik etmistir. Hemen
sonra Laborit ve arkadaslar1 bu bilesigin anesteziyi potansiyalize ettigini ve
yapay uykuya neden oldugunu goéstermistir. Klorpromazin tek basina biling
kaybina neden olmaz, uyaniklig1 ve hareketleri azaltir, uyku gelisimine yardimci
olur. Bu santral etkiler kisa siire sonra ataraktik ya da noroleptik etkiler olarak
adlandirilmistir. Klorpromazin ile mental hastaliklarin tedavisi, ilk olarak 1951
ve 1952'nin baslarinda Paris’te Paraire ve Sigwald tarafindan yapilmistir (
Swazey, 1974). 1952’ de Delay ve Denikerklorpromazinin ajitasyon ya da
anksiyetedesemptomatik iyilesmeden daha fazlasin1 yaptigindan ve mani,
sizofreni  gibi c¢esitli hastaliklarda iyilestirici etkisinin oldugundan emin
olmuslardir. 1954’ de Winkelman gibi, Lehmann ve Hanrahan da,
klorpromazinin, Kuzey ABD’ de sizofreni, psikomotor panik ve manik atakta

kullanilmaya basladigin1 bildirmislerdir (Swazey, 1974). Klinik c¢alismalar



klorpromazinin psikotik hastaliklarin bir¢ok tipinde etkili oldugunu ortaya

cikarmistir.Klorpromazindeki bu gelismeyle birlikte ..

1.4. Kimyasal Ozellikler ve Yap1 Aktivite iligkileri

Fenotiazinler, kiikiirt ve azot atomlar: ile bagh iki benzen halkasindan olusan
trisiklik bir yapiya sahiptir. Kimyasal olarak iliskili olan tiyoksantinler, 10
pozisyonunda, R1 grubunun cift bagla baglandigi, azotun yerini almis karbon
atomu tasirlar. 2 pozisyonundaki elektron c¢ekici grubun sibstitlisyonu,
fenotiazinlerin (klorpromazine karsilik promazin) antipsikotik etkilerini arttirir.
10 pozisyonundaki gruplarin dogasi da farmakolojik aktiviteyi etkiler.
Fenotiazinler ve tioksanlar bu bdlgedeki yan zincirlere gore ti¢ gruba
ayrilabilirler. Bunlardan alifatik yan zinciri olanlar klorpromazin ve
triflupromazindir. Bu bilesiklerin etkinlikleri goreceli olarak daha distktiir,
ancak klinik etkinlikleri degildir. Yan zincirinde piperidin halkas1 tasiyanlar
tiyoridazin ve mezoridazindir. Flufenazin, perfenazin ve trifluperazin gibi bazi
potent fenotiazinler yan zincirlerinde piperazin grubu tasirlar. Antipsikotik
fenotiazinler ve tioksantinler, merkez halkanin 10 pozisyonu ile yan zincirin ilk
amino azot atomu arasina girmis u¢ karbon atomu tasirlar; amin her zaman

tersiyerdir. (Sekill.1.)

[y

20

9

R2

Sekil 1.1. Fenotiazinlerin genel gosterimi



Fenotiazinler, yan zincire baglanan R1 ve R2 siibstitlientlerine gore farkl
farmakolojik etki gosterir. R2 substiitienti H iken farmakolojik etki 1 birim ise,
R2 substiitienti CF3 iken 8 birim olmustur.

H, Cl, OCH3, COCH3, CF3 sirasinda noroleptik aktivite H den CF3‘e dogru artar.

Ayni zamanda R1 siibstitiienti N tasiyan yapi ise, noroleptik aktivitenin arttig

da bilinmektedir.
N
Ri1
Ri
— N< v
Rz ™
N N N
H H
Alkil Amin Piperidin Piperazin

Sekil 1.2. Fenotiazinlere baglanan piperidin, piperazin ve alkil amino yan
zincirler

Bu ytiksek lisans tezinde alkilamino yan zincirli fenotiazinlerden promazin,
klorpromazin, triflupromazin ve prometazinin ptotonasyon sabitleri tayin
edilmistir. Promazin fenotiazin sinifina ait antipsikotik ilaglar arasinda yer alir.
Sizofreni tedavisinde kullanilan en eski ilaglardandir. Giintimiizde olanzapin gibi
yeni ilaclarin yani sira promazinin de kullanimina devam edilmektedir.
Genellikle antikolinerjik (parasempatik sinir sistemi icerisinde asetilkolin
faaliyetlerini engelleme) yan etkisi vardir. Amerika‘da veterinerlik alaninda
kullanimi bulunmaktadir. Alifatik yan zincire sahip klorpromazin atipik
fenotiazin olarak adlandirilir. Diisiik-orta bir antipsikotik etki potansiyeli
vardir. Antipsikotik aktivitesinin yani sira sakinlestirici etkisi ve kronik
sizofreni vakalarinda akut niiksetmeye karsi korumada temel terapi amacgh
olarak ve sedatif etkisinden dolay1 vertigo ile kusma tedavisinde de
kullanilmaktadir. Her ne kadar klorpromazin mekanizma ve yan etki profili
gelistirilmis yeni jenerasyon antipsikotiklerle yer degistirmis olsa da manik
depresyon, sizofreni ve diger ciddi psikotik hastaliklarda halen
kullanilmaktadir. Oldukga lipofilik bir bilesik olan klorpromazin de diger

fenotiazin tiirevleri gibi kolaylikla oksidasyona ugrayabilir. Fenotiazin
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antipsiktiklerden bir digeri de triflupromazindir. Potansiyel yan etkileri diger
antipsikotiklerden daha fazla oldugundan antiemetik terapi i¢in iyi bir standart
degildir.Prometazin, fenotiazin ailesinin 1. Jenerasyon antihistaminik, noroleptik
ilaclarindandir. Gligli bir sedatif etkisi vardir, ancak antipsikotik etkisi zayiftir.
Kat1 haldeki prometazin tuzu beyaz yesile benzer renkte, genellikle kokusuz,
kristallenmis yapidadir. Uzun siire havayla temas etmesi halinde oksidasyona
ugrayabilir. Siral bir bilesik olan prometazin enantiomerlerinin karisimi halinde

bulunabilir.

1.5. iyonlasma Sabiti Tayini

Biomembranlarda ilaglarin etkilesimi bu ilaglarin viicut i¢cinde absorpsiyon,
membranda tasinma, dagilma ve birikmesi ile ilgilidir. Hiicre membrani
biomembranlarin temel yapisidir. Ilacin hiicre memrami ile etkilesimi,
biomembranlar ile etkilesimi icin énemli bir goéstergedir. Ilacin yapisinda
iyonlasabilir grup veya gruplar olmasi durumunda ilacin biomembranlarla
etkilesimi onun iyonlasma sabitine bagli olarak degismektedir. Bir molekiiliin
iyonlasma davranisin1 belirlememizi saglamasi nedeniyle iyonlasma sabiti
onemli bir fizikokimyasal parametredir. ilaglarin ¢esitli numunelerdeki
analizlerinde metot gelistirme islemlerinde pKa degerlerinin bilinmesi gerekir.
ilaglarin bu sabitlerinin sudaki tayinleri, bilesigin sudaki ¢oziiniirliigiiniin az
olmasi durumunda su-organik ¢oziici ikili karisimlarinin kullanilmasini zorunlu
kilar. Su ile her oranda karisan organik c¢oziiciilerin su ile olusturdugu bu ikili
karisimlar kullanilarak organik ¢Ozlclnin yeterliliginden
yararlanilabilmektedir. (Kazakevich ve Lobrutto, 2007; Narasimham ve Barhate,
2011). Bu parametrenin belirlenmesinde potansiyometrik titrasyonlar,
spektrofotometrik yontemler, kapilerelektroforez ve siv1i kromatografi

yontemleri siklikla kullanilmaktadir (Barbosa vd., 2001; Demiralay vd., 2009).

Bazik ilaclar, ortam asidik ise katyonik durumda olmaya daha yatkindir. Eger
ortam bazikse bazik ilaglarin ¢ogu molekiiler durumda olurlar. Zayif asit ya da
zayif baz niteliginde olan ilaclarin lipoid nitelikteki zarlardan gecisleri, ne kadar

iyonlastiklarina baglidir. Bu nedenle bu tip ilaglarin ytizde ka¢inin iyonlastigi,



yiizde kagmin iyonlasmadiginin hesaplanabilmesi gerekir. Iyonlasmamis

durumda olanlar, lipoid nitelikteki zarlardan kolay gegerler.

1.6. Su-Organik Céziicii ikili Karisimlarinda iyonlagma Sabitleri Tayini

ila¢ etken maddelerinin analizlerinin giivenilir yontemlerle yapilmasi, giderek
zorunlu hale gelmektedir. Bilesiklerin sivi kromatografik yontemle tayininde su-
organik ¢ozlici ikili karisimlarindaki iyonlasma sabitlerine ihtiyag
duyulmaktadir. ilaglarin iyonlagma sabitlerinin tayininde ayirma yontemlerinin
secilmesinin nedeni, yontemlerin su-organik ¢ozici ikili karisimlarinda
uygulanabilmesidir. Iyonlasma sabitleri, su-organik ¢éziicii karisiminda organik
coziici yuzdesi degistirilerek organik ¢oziiciiniin farkli ytlizdeleri i¢in tayin
edilebilmekte ve gerek ¢oziicli 6zellikleri ve gerekse ekstrapolasyon yontemleri
kullanilarak sudaki pK degerleri hesaplanabilmektedir. Gerek su-organik ¢oziict
ikili karisiminin 6zellikleri ve gerekse ekstrapolasyon yontemleri kullanilarak

bilesiklerin sudaki pK degerlerinin hesaplanmasi saglanabilmektedir.

1.7. Potansiyometrik Analiz Yontemleri

Potansiyometrik analiz yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerde fark edilebilir
bir akimin ge¢gmedigi kosulda yapilan ve potansiyel 6l¢limlerine dayanan analiz
yontemleridir. Bu yontemde iyonlarin nicel analizleri bir karsilastirma
elektrodu ve uygun bir calisma elektrodu ile olusturulan elektrokimyasal
hiicrede 6lgtlen gerilim degerlerini kullanarak gerceklestirilir. Potansiyometrik
yontemlerde diizenekler, basit ve ucuzdurlar. Bir¢ok analitik uygulamada,
diizenekteki iki elektrottan referans elektrot olarak bilinen elektrotun yari-
hiicre potansiyelinin sabit, ¢alisilan ¢6zeltinin bilesiminden bagimsiz olmasi ve

degerinin bilinmesi istenir.

1.7.1. Cam Elektrot

lyon secici elektrotlar icinde en yaygin kullanilani cam elektrottur. Cam
elektrotta membran olarak bulunan ince bir cam zar, yapisindaki oksitlerin

tiirtine ve derisimine gore c¢esitli iyonlara kars: secimlilik gosterir (Sekil 1.3.).
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H+ iyonlarina karsi se¢imlilik gdsteren cam elektrot, H+ iyonlar1 derisiminin 1 -
10-13 M oldugu aralikta Nernst esitligine uyar. Olgiilen elektrot gerilim degeri ile
pH arasinda dogrusal bir iligki vardir. Nernst esitligi,

Ehicee =K -0,0592 pH  seklindedir. Bilindigi lizere 6l¢iim yapilmadan 6nce,
Olclilecek pH degeri araligina uygun tampon c¢o6zeltilerle kalibre edilmesi
gerekir. Bu elektrot, cok asidik ve ¢ok bazik ¢cozeltilerde asit hatasi ve ¢ok bazik
cozeltilerde alkali hatas1 nedeniyle kullanilmaz ( Giindiiz, 2002).

Ag:.L

KCI + AgCI

AgCl

AgCltk) + KCI(k)

0.1M HCI
AgCl

Sekil 1.3. Kombine cam pH elektrodu

1.7.2. Potansiyometrik Titrasyon

Potansiyometrik titrasyon ile nicel analizde her titrant eklenmesinden sonra
Olctlen gerilim degerlerinin, eklenen titrant hacmine karsi grafige gecirilerek
potansiyometrik titrasyon egrisi olusturulur. Sigmoidal sekilli olan bu egrilerde,
esdegerlik noktasi egrinin egiminin en biyiik oldugu noktadir. Esdegerlik
noktasi civarinda titrant eklenmesi ¢ok 6zenli olarak yapilmali, bu hacmin
yeterli dogruluk ve Kkesinlikte belirlenmesi gerekmektedir. Asit baz
tepkimlerinin olustugu potansiyometrik yoldan izlenmesinde uygun bir iyon
secici elektrot kullanilir. Asidin veya bazin kuvveti azaldik¢a, doniim noktasinda
gozlenen pH degismesinin buytkligi ve keskinligi azalir. Ayni durum,
kullanilan titrant derisiminin azaldig1 zaman ve zayif bir asidin kuvvetli bir baz

yerine zayif bir bazla titre edilmesi halinde de gozlenir. Potansiyometrik
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titrasyonlarda esdegerlik noktasinin belirlenmesinde, mL titrant - mV, mL
titrant - pH ve ¢-pH grafiklerinden yararlanilir. Titrasyonda esdegerlik hacmi,
titrasyon egrisinin birinci ve ikinci tiirevleri alinarak saptanabilir.

[UPAC'1In (Uluslar arasi kuramsal ve uygulamali kimya birligi) potansiyometrik
yontemlerde su-organik ¢o6zilici karisimlarinda titrant olarak 6nerdigi ayarh
KOH ¢ozeltisidir. Titrasyon karbonat hatasi getirmeyecek kosulda yapilmalidir.
Ilyonlagma sabitinin tayininde son zamanlarda su-organik ¢oziicii karisimlarinda
elektrot standardizasyonlar1 yapilabildigi icin elde edilen iyonlasma sabitleri,
termodinamik degerlerdir. Tim titrasyon kosullarini, iyonik siddet de dahil
olmak tizere dikkate alan ve sistematik yaklastirmayi temel alan bilgisayar
programlar1 bu amagla kullanilmaktadir. Su-organik ¢o6ziicii karisimlarinin
ozelliklerinin bilinmesi, iyonlasma sabitlerinin yorumlanmasini saglamaktadir.
Potansiyometrik yontemle iyonlasma sabiti tayininde bilesigin derisimi, sicrama
araligini yeterli saglayacak sekilde segilir. Suyun otoprotoliz degerleri bellidir.
Ancak su-organik c¢oziicii karisimlar ile ¢alismada su-otoprotoliz degerleri
gereklidir. Bu tip bir ¢alismada 6ncelikle potasyum asit fitalatin titrasyonu ile
kuvvetli baz, kuvvetli bazin titrasyonu ile kuvvetli asit ayarlanir. Veriler, uygun
sekilde kullanilarak otoprotoliz sabitine gegcilir. Kuvvetli asit-kuvvetli baz
titrasyonundaki veriler, bazda karbonat hatasinin belirlenmesine de imkan
saglar. Potansiyometrik titrasyonda su organik ¢6ziicli karisiminda elde edilen
veriler, Yasuda -Shedlovsky ektrapolasyonu uygulanarak sudaki pKa degerine
gecilir (Takacs-Novak vd., 1997; Avdeef vd., 1999; Babic, 2007). Dogrulugu ve
kesinligi yeterli bir yontem olan potansiyometrik yontemde kullanilan
elektrotun kararli ve c¢alisilan ortama uygun olmasi durumunda yeterli
tekrarhilikta sonuglar alinir. 2,0.10-3 - 3,0.10-3 M derisim c¢alisma i¢in uygundur
ve calisilan bilesikler saf olmalidir. Verilerin degerlendirilmesi igin bir¢ok

yaklasimin bulunmasi bu yontemin avantajlarindandir.

1.8. Spektrofotometrik Yontemle iyonlagma Sabiti Tayini

Spektrofotometrik yontemler, ilaglarin pKa, degerlerinin belirlenmesinde ¢ok iyi

yontemlerdir. UV spektrofotometrik metot iyonik ve yiiksliz tiirlerin farklh



spektral 6zelliklerini temel alir. Spektral veriler, Titrasyon siiresince nétral ve

iyonlasmis tiirlerin varligini yansitir.

Spektrofotometrik Ol¢limlerle iyonlasma sabitleri tayininde, ortamin pH
degerini belirlemek i¢cin cam elektrot kullanilir. Titrasyon, titrant eklendikten ve
cozelti karistirildiktan sonra spektrofotometrik o6lciim kabina aktariir ve
absorbans degeri oOlciilur. Genellikle iyonlasma/protonasyon sabitleri tayin
edilen bilesiklerin iyonlasmis ve molekiiler formlarinin absorpsiyon
spektrumlari farklidir. Farkli pH degerlerinde, ¢ozeltilerin absorbansi 6l¢iiliir ve
bu absorbans degerleri pH'ya karsi grafige gecirilir. S seklindeki egrinin
egiminin degistigi orta nokta pK. degerini verir (Yildiz, vd., 1997).
Spektroskopik titrasyonda, pKa tayininde belli bir dalga boyu araliginda
kaydedilen absorbans verilerinden yararlanilir. Bu yontemle pK. tayininde

asagidaki esitlik temel alinmaktadir.

Agps—4
pK, = pH + logAIb_—Aab’j (1.1)

Bu bagintida Av, molekiiler formun, Aj, iyonlasmis tiiriin absorbans degerlerini
ifade etmektedir. Absorbans pH’'ya karsi grafige gecirilerek veya logaritmik
(Aabs/A7)pH ya karsi grafiklenerek kesim noktasindan pKadegerleri bulunabilir
(Sekil 1.4). Dogrulugu ve kesinligi yeterli olan spektrofotometrik yontemler de
calisilan bilesikler saf ve calisma araligi 10> - 106 M derisim olmalidir. Yapida
en az bir tane kromofor grubun bulunmasi ve bunun absorbans 6zelliklerinin
yeterli olmasi gereklidir. Ayni zamanda noétral ve iyonlasmis formlarin spektral
ozelliklerinin yeterince farkli olmasi1 gerekir. Bilesigin sudaki ¢oziinirligi

zayifsa bu yontemle pKa'nin belirlenmesi oldukga zordur.
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Sekil 1.4. Spektroskopik bir ¢alismada (a) A - A ve (b) logabsorbans farki-
pHgrafikleri (Am’: molekiler tiirtin absorbansi; A;”: iyonik tiriin
absorbansi)

Spektroskopik yontemle tayinde gliniimiizde DAD sistemleri tercih edilmekte ve
bu sistemler LC-DAD ve CE-DAD olarak ayirma yontemleri ile kombine olarak

kullanilmaktadir (Beltran vd. 2003). Bu amagla gelistirilmis bilgisayar
programlari, pH ile dalga boyu ve absorbans arasindaki iliskiyi temel alarak

sabitleri hesaplamaktadir (Allen vd., 1998; Mitchell vd., 1999).

1.9. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografik metotlar, bilesiklerin davranislarini temel alan, kantitatif
yap1 alikonma iliskisi yaklasimiyla kromatografik verilerden yap1 6zelliklerine
gidebilmeyi sagladigr icin son yillarda siklikla kullanilan metotlardir. Bu
yontemler, ila¢ etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ila¢ etken
maddelerinin metabolitlerinin tayininde, biyolojik numune analizlerinde,
biyoesdegerlik, biyoyararlanim c¢alismalarinda, farmakokinetik bilgilerin
degerlendirilmesi ve yorumlanmasi yani sira yapi 6zelliklerinin tayininde de
son 30 yilda giderek tercih edilen yontemlerdir. Ayni zamanda ydntemin
yayginligl, kolonlarin ayirmaya uygun niteliklerle getirilmis olmasi ve kolonlarin

pH kararhliklarinin daha yeterli olmasi sonucu daha da artmaktadir. Teori ile
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pratik uygulamanin birbiriyle tam olarak ortiistiigli bu teknikte iyi bir kolon

secimiyle bir¢ok bilesigin basaril bir sekilde ayrimi gergeklestirilebilir.

Bir sivida ¢oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon icerisinde bulunan genellikle
kat1 bir destek tizerindeki bagl faz ile farkli etkilesmelere girerler. Bu kolondan
hareketli siv1 faz gecirildiginde analitlerin kolon ve hareketli faz ile farkh
etkilesmeleri sonucu kolon i¢inde degisik hizlarda ilerlerler. Kolonu degisik
zamanlarda terkederler ve bdylece birbirinden ayrilirlar. Bu yontemde tayin
edilen analitin derisimine cevap veren bir dedektor kolonun sonuna konulur ve
sinyal zamana kars1 grafige gecirilirse bir dizi pik elde edilir. Boyle bir grafige
kromatogram adi verilir ve hem nitel, hem de nicel analizde kullanilir. Piklerin
alikonma zamanlari numunedeki bilesikleri tanimak ic¢in; piklerin altindaki
alanlar ise her tiiriin nicel tayini i¢in kullanilir. Ayrica sivi kromatografik
yontemle, asidik/bazik fonksiyonel grup iceren bilesiklerin
iyonlasma/protonasyon sabitleri, oktanol su dagilma katsayilar1 ve
cozunirlikleri, bunlarin alikonma davraniglar1 ile organik ¢oziici su ikili

karisiminin pH’ s1arasindaki iliskilerden yararlanilarak tayin edilmektedir.

1.9.1. Kromatografide Temel Parametreler

Kromatografik yontemler analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin
kullanilanlardandir. Bu tekniklerle etkili bir ayirma gerceklestirmek; numune
bilesenlerinin kolonda tutunabilmesine, numune bilesenlerinin digerlerinden
ayrilabilmesine, numune bilesenlerinin bant genisliklerinin nispeten dar
olmasina dikkat edilmesi ile mimkiindiir. Ayrimi iyilestirmek, uygun sabit faz
ve hareketli faz secimiyle dogrudan iliskilidir. Kosullarin uygunlugu ise,
kromatogramlarin yorumlanmasiyla kontrol edilir. Zaman eksenindeki piklerin
yeri, numune bilesenlerini tanimada kullanilir. Pik alanlar1 her bir bilesenin
miktarinin kantitatif bir 6lciisiidiir. HPLC yontemiyle tayini yapilan analitlerin

hem kalitatif hem de kantitatif belirlenebilmesi i¢in kullanilan terimler;

Alikonma zamani, tr
Kapasite faktort, k
Secicilik faktord, a
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Kolon ayirma giict, Rs

Kolon verimliligi, N ve L olarak verilmistir.

1.9.1.1. Kapasite faktoru (Alikonma faktorti)

Alikonma zamani, analitin kolona verilmesinden sonra dedektdre ulasmasi igin
gecen stredir (Sekil 1.5). ve (tr) ile gosterilir. Kolonda tutunmayan tiire ait pik

stiresi 0lii zaman ( to), kapaite faktoriiniin hesaplanmasinda kullanilir.

A

t,aL "B

Sekil 1.5. Ters faz sivi kromatografi yontemiyle elde edilen kromatogram

Sekil 1.5'de tm, sabit faz ile etkilesmeyen maddelerin alikonma zamanini, ta, A
maddesinin alikonma zamanini, ts, B maddesinin alikonma zamanini
gostermektedir.

Tayin edilen analitlerin kolonda go¢ hizlarini tanimlamakta kullanilan bir terim

olan kapasite faktori (k) 6nemli bir deneysel parametredir. Alikonma faktori

olarak da bilinen bu parametre

k =R (1.2)

to

bagintisi ile hesaplanir.

Burada tr bilesene, to, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. Iyi

bir HPLC ayirmasi i¢in k, 1-10 arasinda olmalidir. k degerlerinin bu aralikta
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olmasi, mobil faz 6zellikleri ve durgun fazin degistirilmesi ile saglanir (Poole ve

Poole, 1991).

1.9.1.2. Segcicilik, a

Kromatografik sistemde kolon seciciligi; iki bilesen arasinda ayrimi saglama
yetenegidir. Bu durumda bir kolondaki analitlerin segicilik katsayisi, bir
kolonun s6z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir 6l¢isudir. Segicilik,
esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagh olarak degisiklik géstermekle
birlikte seciciligi hareketli faz bilesimi ve pH'nin da etkiledigi bilinmektedir.
Seciciligin matematiksel ifadesi, Esitlik 1.3" de gosterilmistir. o, 1,15 ise iki
bilesigin %98 oraninda birbirinden ayrildig1 kabul edilir. A ve B gibi iki ¢6ziinen
icin bir kolonun secicilik katsayisi;

— ks _ Rp="Ro (1.3)
ka  try—tr, '

bagintisi ile hesaplanir.

1.9.1.3. Teorik tabaka sayisi, N

Kromatografik analizlerde pik genisligi dlciilebilir ve bu kolon verimliligini ifade
eder. Kolon verimliligi kolona karakteristiktir. Pik genisligi kullanilarak kolonun

etkin tabaka sayis1 hesaplanabilir. Bu saymnin ikibinden biiyiik olmas1 tavsiye

edilir.
¢ 2

N = 5,54 (—R> (1.4)
Wo,5

Burada;

N :Teorik tabaka sayisi
tr: Bilesene ait alikonma zamani

Wo s : Pikin yar yiiksekligindeki pik genisligi
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dir. Kolon verimliligi, kolona karakteristik olup kolonda pik dagilim derecesinin
Olctimiidiir. Tavsiye edilen deger, N > 2000 dir.
1.9.1.4. Ayirma gicii, Rs

Ayirim, kantitatif kromatografi ¢alismalarinin baslica gerekliligidir. Bir kolonun
ayirma glcti, Rs degeri, kolonun iki analiti birbirinden ayirabilmesinin kantitatif
bir 6l¢iistidiir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda, kapasite faktort, tabaka sayisi
ve secicilik kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki pik icin R degeri 1,5 iken
tam ayirim olmakta, R, 1,325 iken maddelerden biri digeri i¢cine %0,3 oraninda
girmis durumda, R, 1 iken, maddelerden biri digeri icine %4 oraninda girmis
durumdadir. R, 0,75 iken ayirim olmamaktadir (Sekil 1.6).

* Genel ayirimlarda Rs> 2.0

» Miktar Tayini ¢alismalarinda Rs> 1.5

* Biolojik sivilardan yapilan ¢alismalarda Rs> 1.2

degerleri kabul edilebilir degerlerdir.

AN =VA N

| A

/ / \
/ \ /)
/ 98% A / 98% B \ J A\ /1 00% B\
\ 2 \

/2%3 7 2%A \ //100%
// \\ \

Absorbans

Ab

-~

»la
L

A 4
A

Sekil 1.6. Ayirma giiciinlin sematik gosterimi

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma gici, Rs, icin farkli hesaplama

yontemleri gelistirilmistir. Purnell bagintisi siklikla tercih edilen bagintidir.

r = ]

ko+1

Burada;
Rs : Pik cifti i¢in ayirma giic,
N : Etkin tabaka sayis;,

a : Segicilik faktort,
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k : Kapasite faktori

dir. Bu baginti sivi kromatografik ayirmalarda optimizasyon i¢in esas alinan

bagintidir. Bir kromatografik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik ¢ifti olarak

adlandinlir.
Alkonma [| Segicilik ) : : Etlanlik

| | Hr | | '

| | Il [ I
i |

| I 1 ]

|| ] I| no{1 [ ]

I | | | | !i I | | I | I

[ - f1 I 1 ,

| ___l U '.‘ ] .-\"'\-\_,-'l. . _." W/

Sekil 1.7. Alikonma, segicilik, etkinlik parametrelerinin kromatogram tlizerinde
gosterimi

1.9.2. Siv1 Kromatografi Yontemiyle iyonlasma Sabiti Tayini

Sivi kromatografik yontemler, asitlerin ve bazlarin iyonlasma sabitlerinin
tayininde son yillarda siklikla kullanilan metotlar arasindadir. Sivi
kromatografik yontemle tayinde bilesigin pKai+2 degerleri dikkate alinarak
mobil fazin pH degerleri belirlenir ve pH’ s1 belli mobil fazlar kullanilarak
bilesiklerin kapasite faktorleri tayin edilir. Kapasite faktoriiniin pH ile degisimi
grafige gecirildiginde sigmoidal davranis gozlenir. Bu sigmoidalin orta
noktasindaki pH degeri, o bilesigin ¢alisilan ortamdaki iyonlasma sabitini verir.
Yontem az miktarda analit ile ¢alisma imkani tanimaktadir. Safsizliklar problem
gtirmemektedir. Matematiksel grafiklerle asidik veya bazik bilesiklerin
iyonlasma sabitlerinin tayini mimkiindir. Bu tip tayinde ortamin iyonik
siddetini de dikkate alarak hesaplama yapabilen non-lineer regresyon
programlar1 da gelistirilmistir. Sivi kromatografik yontemlerin en o6nemli
dezavantaji, mobil fazin pH'sinin kolon dolgu materyalinin belli bir pH
araliginda kullanilabilmesinden dolay1 sinirli olmasidir. Bu metotta kullanilan
kolonun pH sinirlar1 dikkate alinarak mobil fazin pHs1 ayarlanmalidir. Diisiik
organik ¢oziicii bilesimlerinde alikonma zamanlarinin uzun olmasindan dolay1

ve kolon ile olumsuz etkilesimlerinden dolay1 iyonlasma sabitlerinin yeterli
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dogrulukta tayini miimkiin olmamaktadir. Asidik bilesiklerde daha yeterli
dogruluk ve kesinlikteki veriler, piklerin simetrik olmalarina baglanmaktadir.
Bazik bilesiklerin protonasyon sabitlerinin tayinlerinde pik kuyruklanmalari
tayinde olumsuz etki yapmaktadir. Kolon seciminde daha titiz davranilmasi

gerekmektedir.

1.9.3. Kromatografide Horvath - Melander Bagintilari

Bilesiklerin iyonlasma sabitleri, bunlarin alikonma davranislari ile mobil faz pH’
s1 arasindaki iligkilerden yararlanilarak sivi kromatografik yontemle tayin
edilebilir. Horvath-Melander’a ait c¢alismalar; sivi kromatografi ile pKa
tayinindeki ilk ¢alismalardir(Horvath vd. 1977). Calismacilar, ters faz sivi
kromatografide kolon dolgu materyali ile asidik-bazik fonksiyonel gruplu
yapilarin etkilesimlerini dikkate alarak gerekli bagintilar1 hazirlamiglar ve
monoprotik ve diprotik asitlerde, monofonksiyonlu bazlarda ve ikiz iyonlarda
kapasite faktori, mobil fazin hidronyum iyonu derisimi ve bilesigin pK degerleri
arasindaki bagintilar1 tiiretmislerdir. Bu bagintilara gére kapasite faktoriiniin

mobil faz pHsi ile degisimini gosteren grafikleri de 6nermislerdir.

Kromatografik ayirma, ¢oziinen (S) ile ODS gibi hidrokarbon ligand (L) arasinda
olusan kompleksin davranisiyla gerceklesir (Horvath vd. 1977). Bu denge
asagidaki baginti ile ifade edilir.

S+L2SL (1.6)

Bu dengeye ait denge sabiti 1.7 esitligi ile verilir.

K=—— (1.7)

Cozlinen iyonlasan fonksiyonel grup icerdiginde baginti bilesigin 6zelligine bagh

olarak degisir. Zayif bir monoprotik asit (HA)mobil fazda kismen iyonlasir.

HA 2A° +H? (1.8)
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Buna 6zgii denge sabiti, Kum, asagidaki baginti ile ifade edilir.

_ [HY A I

Kam [HA]m

(1.9)

Bu bagintida [H*],,, [A”],,ve [HA]tiirlerin mobil fazdaki derisimleridir. Bir
kromatografik ayirmada zayif asitin sabit faz ile etkilesmesi ve buna 6zgii denge

sabiti, K; ;4, asagidaki esitlikler ile ifade edilir.

HA+L 2 LHA (1.10)

[LHA]s

Kina = —[HA]m[L]s (1.11)

Burada [LHA]s ve [L]g olusan kompleks ve sabit gazin derisimlerini
gostermektedir.Olusan anyonik tiir ile kolondaki etkilesim ve buna 6zgii denge

sabiti su sekildeverilir.

A +L2LA" (1.12)
_[LaT]
Kua- = moin (1.13)

Bilindigi gibi bir ¢6zlinenin alikonmasi, kapasite faktori ile ifade edilir. @

verilen bir kolonda sabit faz ve mobil fazin hacim oranlaridir ve sabittir.

k _ [LHA]S + [LA‘]S
~ 7 [HAlm +[A7Im

(1.14)

Bu son bagint1 asagidaki sekilde 1.11, 1.13, 1.15 bagintilarindan yararlanilarak
ifadeedilebilir.

KinalLls + Kpa—[L] [ll{(+l]n
= (1.15)

k=®

K
1+ Ram
[HF ]y
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Molekiiler formun kapasite faktérii ve iyonlasan formun kapasite faktori

sirasiyla
ko = ®[L]sKyna ve k_; = ®[L[Ks-

olarak verilebilir. Bu bagintilar genel esitlikte (1.18) yerine yazilirak son

denkleme son sekli verilir..

K
ko + k—1ﬁ
m

1 + Sam

[HF ]

Kk =

(1.16)

Bu baginti ile mobil faz pH’s1 ve kapasite faktorleri kullanilarak bir zayif asitin

iyonlasma sabiti hesaplanabilir.

Zayif monoprotik bir bazin mobil fazda iyonlasma dengesi ve bu denge i¢in ayni
yol izlenerek hazirlanan esitlik asagidaki gibidir. Burada, k, notral ve k4

protonlanmis bazin kapasite faktorleridir.

BH* 2 B+ H* (1.17)
[HY]
ko + k_1 K m
—_— am
K = ] (1.18)
1+ 2
am

1.9.4. Sivi Kromatografide Mobil Faz Optimizasyonu

Sivi kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde tUzerinde durulacak en
onemli husus, yeterli ayirmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Yiiksek performans
sivi kromatografide ayirmanin optimizasyonu, segiciligin maksimum hale
getirilmesini gerektirir. Kromatografik sistemin seciciligi, kromatografik
sistemde ¢o6zlinen, mobil faz bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitiin
etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler, sicaklik, mobil fazin yapisi, mobil faz pH’s1
gibi deneysel kosullarindegistirilmesiyle yonetilebilir. Bu faktorlerin ikisi sabit

tutularak diger degiskenin, analitin alikonmasindaki etkisi incelenir. Secicilik,

19



cozliinenlerin dagilma katsayilar1 ile ilgilidir ve c¢o6ziinenlerin kapasite
faktorlerinin bir fonksiyonudur. Bu nedenle ¢oziinenlerin alikonma
davranislarini ve onlarin deneysel kosullara bagimliligini anlamak, segiciligin ve

devaminda ayirmanin optimizasyonu i¢in gereklidir.

Horvath ve Melander, analitik ayirmalarda ters faz sivi kromatografi yonteminin
(RPLC) siklikla tercih edildigini belirtmislerdir (Horvath ve Melander, 1977).
Giiniimiizde LC ayirmalarinin %90 ters faz sivi kromatografi ile gelistirilmekte

(RPLC) ve yaklasik 600 farkli durgun faz ¢calismalarda kullanilmaktadir.

Mobil faz olarak kullanilan su-organik ¢oziicii karisimlarinda polarite, mobil
fazin bilesikleri elue etme giicliniin bir 6l¢iisiidiir ve ¢oziinenin kolon ile
etkilesimini belirleyen temel faktordiir. RPLC'de alikonma, mobil fazin
polaritesinin artmasiyla yani su ilavesiyle artar. Bu giic cogu kez organik
cozucu-su karisimlarinda organik fazin ytlizdesi ile ifade edilir. SabitpH'da
alikonmanin ¢oziici bilesimi ( ¢ ) ile degisimini belirlemek iizere

asagidakidogrusal yaklasim kullanilir (Schoenmakers vd., 1991).

Ink; = Inky — S (1.19)

Burada ko, @ 0 oldugunda (saf su veya sulu tampon ¢ozelti mobil faz
olarakkullanildiginda) ekstrapolasyonla bulunan kapasite faktoriudir. S ise
egimdir. Kapasite faktorii 1-10 arasinda degilse Ink'nin ¢’ye gore ¢izimi bir egri
verir. Ikinci dereceden denklemi kullanmamak icin kapasite faktoriiniin 1-10

arasinda olmasi istenir.

Mobil faz, RPLC' de analitin alikonmasinin kontroliinde 6nemli rol oynar.
Cozici bilesiminin degisimi, organik modifiyerin tipi, pH, mobil faz katkilar
(TEA ve TFA) ve tampon konsantrasyonu,kromatografik ayirmanin basarili bir
sekilde gelistirilmesi icin kullanilandegiskenlerdir. Mobil faz pH' s1 analitin

iyonlasmasini, hidrofobisitesini vealikonmasini etkiler.

RPLC' de yaygin olarak kullanilan mobil fazlar su-organik c¢oziici ikili
karisimlaridir. En yaygin kullanilan organik c¢6ziiciiler, metanol, THF ve

asetonitrildir.
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1.9.5. HPLC ayirmalarinda mobil faz pH' sinin etkisi

Sivi kromatografik calismalarda mobil faz pHsindaki degisimleri en az diizeyde
tutabilmek ve pH'nin kapasite faktorii tlizerinde etkisini incelemek igin
tamponlar kullanilir. Mobil faz pH’sy, ¢6zlinenlerin alikonmasi tizerinde giiglii bir
etkiye sahiptir ve ters faz siv1i kromatografisinde kontrol edilmelidir.
Glinimtuzde kullanilan sivi kromatografi kolonlarinin bir kisminin pH araliklari
1-12 arasindadir ve bu tip kolonlar mobil faz pH'sinin genis aralikta kullanimini
da saglamaktadir. pH'nin analitin alikonmasindaki etkileri, kullanilan tampona,
derisimine, kapasitesine ve onun dedeksiyondaki etkilerine ve organik
coziicide c¢ozintrligline baghdir. Tamponun etkin aralifinda (pKax1)

kullanilmasi tercih edilir. Derisim, 10-100 mM diizeyindedir.

HPLC mobil fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril, metanol ve
tetrahidrofuran segilir ve su ile ikili karisimlar1 halinde kullanilir. Bu ortamlarda
pH standardizasyonu ile ilgili calismalar mevcuttur (Rondinini et al. 1987). Bu
ikili sistemlerde pH ayarinin ayni ¢oziicii ortaminda hazirlanmis tamponla
yapilmasi durumunda ilk segilen tampon kimyasali, potasyum asit fitalattir. pH
iyon metrenin ayar1 bu kimyasalla yapilir. Takiben tampon kimyasali eklenmis
mobil fazin pH’s1 istenen degere ayarlanir. Bilindigi gibi su-organik ¢oziicu ikili
karisimlarinda hazirlanan tamponun pHsi sudakinden farklidir. Bu degisimin
nedeni tampon kimyasalina 6zgii pKi nin organik modifiyerin tipine ve
derisimine bagh olarak degismesidir. Referans deger pH standard ¢o6zeltisi(RVS)
olarak potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi diisiintiliir ve bu deger, 0,05 mol kg-
fitalat icin belirlenmistir (Rondinini et al.1987). Metanol-su ve asetonitril-su
ortaminda (%70’e kadar) potasyum hidrojen fitalat tamponu icin cesitli
sicakliklarda standardpH degerleri belirlenmistir. 0,05 m potasyum hidrojen
fitalatin (KHP) su-metanol ve su asetonitril karisimlarinda cesitli sicakliklardaki

pH degerleri gizelgelerde verilmistir (Rondinini et al. 1987).

pH’'nin sudaki pH yerine mobil fazdaki degerinin kullanilmasi, hem ¢6ziinenin
tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢cok daha iyi uyum gostermesi hem de pH’'nin
sabit tutulabilme imkanini saglamakta; bu da mobil faz polarite terimlerinin

kullanilmasina imkan tanimaktadir.
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Cizelge 1.1. Metanol-su karisiminda 0,05 m KHP i¢in pHrys degerleri

Metanoliinagirlik¢a yiizdesi, %w/w ve mol kesri, x

t C 10; 20;0,1232 | 50;0,3599 | 64;0,4999 | 84,2;0,7498
0,0588

10 4,254 4,490 5151 5,488 6,254

25 4,243 4,468 5,125 5,472 6,232

40 4,257 4,472 5,127 5,482 6,237

Cizelge 1.2. Asetonitril-su karisiminda 0,05 m KHP icin pHrvs degerleri

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

IUPAC kurallari 1s1g1nda farkh pH skalalari vardir.

Ug farkl pH skalasi genellikle wypH, swpH ve sspH olarak dikkate alinmaktadir.

v' w,pH, elektrodun sulu tamponlarla kalibre edildigi bir skaladir. Bu tiir skala
kullanildiginda, mobil fazin sulu kisminin pH’sy, organik modifiyerin
eklenmesinden 6nce yapilir.

v’ sypH, yine elektrodun sulu tamponlarla kalibre edildigi bir skaladir. Bu kez
su-organik karisimi olan mobil fazin pH’s1 organik modifiyer eklendikten
sonra ol¢ilir.

v' s;pH ise ayni bilesimdeki mobil fazda hazirlanmis tampon ile elektrodun
kalibre edilmesidir. Mobil fazin pH’st sulu kisim ve organik ¢o6zilicl

karistirildiktan sonra 6l¢iiliir.
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Glnlimiizde pH o6l¢limiini sulu tamponda yapmak yerine hidroorganik mobil
fazda yapmak daha tercih edilmektedir. %60 (v/v)’a kadar asetonitril-su
karisimlarinda en sik kullanilan tampon ¢ozeltiler i¢cin okunan sspH

degerleriverilmistir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Asetonitril ortamindaki sspH degerleri

%MeCN Tampon | 0 10 20 30 40 50 60

KH2P0O4/NazHPO4 | 6,75 7,00 7,19 7,37 | 7,54 | 7,71 8,10

KHP/K2P 501 | 534 | 569 | 609 | 648 | 6,86 | 7,24

KHCit. /KCit. 561 | 585 | 603 | 618 | 635 | 659 | 7,09

Fosfat ve asetat tamponlar;, UV boélgede HPLC icin en yaygin kullanilan, 220
nmnin altindaki dalga boylarinda g¢alisma imkani saglayan kullanish
tamponlardir. Fosfatin 3 pKa’st vardir, bu da 3 tamponlama aralig1 verir:
1,1<pH<3,1, 6,2<pH<8,2 ve 11,3<pH<13,3. Fosfat tamponu icin pH 3,1 vepH 6,2
araliginda tamponlamada bir kapasite eksikligi vardir; buna ragmen fosfatin
pH’sin1 5’e ayarlamak miimkiindiir. Bu tamponlama boslugunu doldurmak i¢in,
asetat tamponu 3,8<pH<5,8 araliginda kapasitesi yeterli oldugu icin kullanilir.
Fosfat ve asetat tamponlari, silika esash kolonlar i¢in pH 2 <pH<8 araliginda

kullanilanilabilir.

Fosforik asitin farkli pKa. degerleri bize farkli pH araliklar1 i¢in tampon
hazirlama imkani vermektedir. Monohidrojen fosfat tamponu i¢in sspH degerleri
ACN(%10 - %60, v/v)Cizelge 1.4’de verilmistir. %10 ACN (v/v) degisiminde
0,2-0,3pH birimi artis vardir.
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Cizelge 1.4. Monohidrojen fosfat tamponu i¢in farkli asetonitril derisimlerindeki
sspH degerler

% ACN(v/v) sspH
0 2,09 3,11 4 5,12 6,11 7,01 8,9
10 2,3 3,28 4,34 5,47 6,48 7,24 9,06
20 2,48 3,46 4,56 5,69 6,69 7,46 9,26
30 2,65 3,64 4,74 5,87 6,87 7,64 9,48
40 2,96 3,91 4,92 6,12 7,12 7,89 975
50 3,24 4,18 5,32 6,34 7,33 8,15

Tampon c¢ozeltilerle ilgili olarak hesaplanan degerler, agirlik¢a yiizdeler icin
verilir. Cozeltide mol kesri veya yuizde hacimce gerekli oldugunda asagidaki

bagintilar kullanilarak gerekli degerler hesaplanir.

<%WACN>

MacN

X = 1.20

ACN <%WACN>+<1OO_%WACN> ( )
Macn My,

Xacn:ACN ninmol kesri
%OWacn: ACN nin yiizde agirlig:
Mucy  : ACN nin molekiil agirhig:

M.,: Suyun molekiil agirhg

HPLC de mobil faz pH’si, ozellikle iyonlasabilen bilesiklerle ¢alismada c¢ok
etkindir. Kolon segiciligi, mobil faz pH’sinin degismesiyle alikonma zamaninin
degismesi sonucu etkilenir. Mobil faz pH’sinin degismesiyle a'nin degismesi

esas alinarak kolon seciciligi gelistirilir.
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1.10. Yasuda-Shedlovsky Bagintisi Ile Su Ortamindaki pK. Degerlerinin

Belirlenmesi

Su ortamindaki pKi degerlerininhesaplanmasi i¢in bir¢ok metot oldugundan, tez
kapsaminda kullanilan Yasuda-Shedlovsky bagintisi ve farkli organik modifiyer
ortamindaki mol kesri-pKa degerlerikullanilarak yapilan hesaplama yontemleri
hakkinda bilgi verilmistir (Takacs-Novak vd. 1997;Avdeef vd., 1999; Babi¢,
2007).Hidroorganik cozeltilerde 6zellikle suca zengin bolgelerde elde edilmis
verilerden yararlanarak sudaki pK. degerinin tahmininde ¢ok kullanilan
yontemlerden biri,Yasuda-Shedlovskyekstrapolasyon yontemidir. Mobil faz pKa
degerinden (§pK,) sudaki pKa. degerinin (},pK,) tayin edilebildigi bu yontemde
kullanilan esitlik asagida verilmistir(Yasuda, 1959; Shedlovsky, 1962).

SpK, + log[H,0] = a.c™1 + b, (1.21)

Burada

spK, : Mobil fazda analitin pKa. degeri,

€ : Ikili karisimindaki organik ¢oziiciiniin dielektrik sabiti,
a. : Lineer esitlikten elde edilmis egim degeri,
b, : Lineer esitlikten elde edilmis kesim degeri.

Esitlik 1.21 kullanilarak suda ¢o6ziinmeyen bilesiklerin sudaki pKa. degerleri
wpPK )yeterli dogrulukta hesaplanabilir.

1.11. Mol Kesri-pK, Iiliskisi ile Su Ortamindaki pKa. Degerlerinin

Belirlenmesi

Mol kesri-pKa yonteminde ,mobil fazdaki organik ¢6ziiciiniin mol kesrine karsi
mobil fazdaki pKa (3pK,) degerleri grafige gecirilir ve lineer bir dogru elde
edilir.Lineer dogrudan elde edilen fonksiyonun kesim noktasi analitin sudaki
pKa degerini verir.Bu yontemde mobil fazda kullanilan organik ¢o6ziicliniin
hacimce kesrine karsilik mol kesri degerlerinin bilinmesi gereklidir(Roses ve

Bosch, 2002).
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Cizelge 1.5. 25 oC’ de metanol-su ikili karisimi icin bazi makroskopik veriler

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

Cizelge 1.6. 25 °C’ de asetonitril-su ikili karisimi i¢cin baz1 makroskopik veriler

%ACN (h/h) | Mol Kesri(Xacn) | Yogunluk (kg dm-3) PKsu
0 0,000 0,995 14,00
10 0,040 0,983 14,24
20 0,079 0,968 14,47
30 0,130 0,950 14,74
40 0,186 0,931 15,08
50 0,260 0,908 15,48
60 0,339 0,885 15,90
70 0,440 0,859 16,42
80 0,578 0,829 17,14
90 0,755 0,802 17,13
100 1,000 0,782 34,40

Cizelge 1.7. 25 °C’ THF-su ikili karisimi i¢in bazi makroskopik veriler

%THF (h/h) | Mol Kesri(Xtar) | Yogunluk (kg dm-3) pKsu
0 0,000 0,991 14,00
10 0,024 0,993 14,12
20 0,053 0,989 14,31
30 0,087 0,983 14,52
40 0,129 0,974 14,79
50 0,182 0,964 15,13
60 0,250 0,950 15,56
70 0,342 0,937 16,14
80 0,471 0,921 -
90 0,667 0,903 -
100 1,000 0,882 34,70
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1.12. n bar Yontemi ile pKa Degerlerinin Belirlenmesi

Iyonlasma sabitinin belirlenmesindeki yaklasimlardan biri de n bar’ dur.

nH = nceor—[Nat]-[H30% ]+ [OH ]

(1.22)
Ctot

Burada cot asitin konsantrasyonu, n karboksilik asit sayis1 Na*  ilave edilen
NaOH konsantrasyonu H3z0* asit veya suyun iyonlasmasindan gelen serbest
hidronyum iyonu konsantrasyonu suyun iyonlasmasindan gelen ve asidik

ortamda ihmal edilebilir olan hidroksit konsantrasyonudur.

[Hn—1A][H]
HASH, ;A+H <= ﬁ (1.23)
[A][H]
HASA+H K, = HA] (1.24)
. Z[HZA]+[HA]
nH = [H,A]+[HA]+[A] (1.25)
c _ [A][HA]
al — [HZ] (1.26)
c [A][H]
a2 = “[jia] (1.27)
nH-1 1 2—nH
— [H;0%] = —K§&, +K—§11[H3O+]2 — (1.28)
Bu formiil; H2A tiirii bir dikarboksilik asit icin tiiretilirse
__ [HyA]+[HA]
nH = —[HZA]+[HA] (1.29)
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nH-1 = Ka [H30%] (1.30)
1-nH C 1
nH a2 [H;0%] (1.31)
_ _ [HA]
~ [HAJ+[A] (1.32)
1-nH _ ., ¢ 1
an o Kaz H,0+ (1.33)
1-nH

y ekseninde ve x ekseninde olacak sekilde grafige gecirilerek

nH H30+

iyonlasma sabitleri belirlenir.

1.13 Henderson Hasselbalch Yontemi ile pKa Degerlerinin Belirlenmesi

Henderson Hasselbalch ifadesine doniistiiriilerek kullanilir.
Aa-A

A - Ana

Log (A- Aua)/ (Aa -A) degerleri y ekseninde ve pH, x ekseninde kullanilarak
hazirlanan dogrusal grafigin x eksenini kestigi deger, -pKa dir. Logaritmik
degerler (-1 ) - (+ 1) araliginda diistniiliir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Lara vd. (2005), promazin hidrokloriir, prometazin hidroklorir ve
tiazinamiyum metisiilfatin kantitatif analizinde kapiler elektroforez yontemiyle
validasyonunu  gercgeklestirmislerdir.  Kapiler elektroforetik  ayirmada
parametreler tampon pH’s1 ve derisimi, asetonitril ytizdesi, kapiler sicaklig1 ve
uygulanan voltaj olarak sec¢ilmis ve bilesiklerin ayrimimerkezi kompozit dizayn
yaklasimiyla incelenmistir. Ayirma i¢in optimum kosulda pH 8 de 100 mM tris
tamponuyla %15 ACN ortaminda 58,5 cm’lik kapilerle calisiimis, 259 C
sicaklikta 30 kV voltaj uygulanmistir ve bilesiklerin ayrimi bu kosulda 5
dakikada gerceklestirilmistir. Dalga boyu 254 nm olarak segilen g¢alismada
yontemin kesinligi RSD % 5,3 ve dogrulugu i¢ standart yontemiyle elde edilen
LOD degerleri TMS icin 2.8 mg/ml prometazin ve promazin i¢in 3.3 mg/ml
olarak belirlenmistir. Fenotiazinlerin pKa degerleri prometazin i¢in 9,1 ,
promazin icin 9,4 olarak bulunmustur. Metot tablet formiilasyona basariyla

uygulanmistir.

Lin vd. (2003), calismalarinda tampon pH’sinin yapica benzer 13 fenotiazinin
elektroforetik davranisina etkisini incelemisler ve Kkapiler elektroforez
yontemiyle pKa degerini belirlemislerdir. Sonuglar ¢alisilan pH aralhiginda
piperazin fenotiazinlerin , alifatik yan zincirli ve piperidin fenotiazinlerden
oldukca farkli davrandiginm1 ortaya koymustur. Bu bilesiklerin ayriminda
tampon, pH 2,5-3,5 araliginda tercihli olarfak secilebilir. Fenotiazinlein pKa
degerleri, fenotiazin halkasina 10 pozisyonunda farkli tip substituentler

baglanmasiyla belirlenmistir.

Cizelge 2.1. Alkil yan zincirli ve piperidin fenotiazinlerin pKa degerleri

Fenotiazinler Literatiir pKa pKa Degerleri
Promazine 9,1 10 6,5
Etopropazin 9.6 10,30 6,0
Prometazin 9.4 10,30 6,35
Triflupromazin 9.2 10,22 6,45
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Cizelge 2.1. Alkil yan zincirli ve piperidin fenotiazinlerin pKa degerleri (Devam)

Asepromazin 9.30 10,22 6,35
Trimeprazin 9,0 10,12 6,32
Klorpromazin 9,30 10,10 6,40
Metorimeprazin 9,2 10,05 6,50
Tioridazin 9,50 9,75 6,10

Saracino ve arkadaslar1 (2008), sivi kromatogrfinin kulometrik dedeksiyonla
kullanildig1 yeni bir analitik metot gelistirmisler ve sectikleri dort fenotiazin
bilesigin (klorpromazin, promazin, flufenazin ve levomeprazon) insan kaninda
tayinini gerceklestirmislerdir. Tercih edilen kolon Discovery pentafluorofenil
olup mobil faz % 32 ACN , pH 1,9 fosfat tamponu icermektedir. I¢ standart
olarak prometazin secilmistir. Dedeksiyon oksidasyon potansiyeli + 0,500 V' da
gerceklestirilmistir. Geri kazanim degerleri % 91 den biiyiiktiir. Dedektor cevabi
Klorpromazin, promazin ve levomeprazon i¢in 0,5- 250 ng/ml, flufenazin i¢in
0,2- 4 ng/ml plazma konsantrasyonunun tlzerinde dogrusaldir. Calisilan
bilesiklerin alikonma zamanlar1 promazin i¢in 13,4 mL/dakika, flufenazin i¢in
14,0 mL/dakika, levomepromazin icin 20,3 mL/dakika ve klorpromazin igin

25,8 mL/dakika seklindedir.

Tanaka vd. (2007), calismalarinda 12 fenotiazinin (klorpromazin ,flufenazin,
levomepromazin,  perazin, perfenazin, proklorperazin, profenamin,
prometazin.propeisiyazin , tiyoproperazin, tioriadazin ve trifluperazinin) insan
kaninda es zamanli analizinde metot gelistirmislerdir. Ayirma C18 Inertsil ODS-
SP (250 mm X 4.6 mm L.D., parcacik boyutu 5 mm) kolonda gergeklestirlmistir.
Mobil faz bilesimi ACN-metanol-30mM NaH2P04(300:200:500 v/v/v) olup
pH:5,6 ‘da 0,9 mL/dakika akis hizinda ve 250 nm’ de gerceklestirilmistir.
Bilesiklerin serum orenklerindeki geri kazanimi % 87,6-99,8" dir. Regresyon

esitlikleri lineer olup dedeksiyon limiti 3.2-5.5 ng/mL’dir.

Domanska vd. (2011), yapica benzer 6 fenotiazinin su,etanol ve 1-oktanol deki

¢ozlinlrligini (klorpromazin, promazin, flufenazin, tioridazin, trifluperazin,
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triflupromazin) 290K-350 K sicaklik araliginda, sabit pH’ da dinamik metot ve
UV-vis metotla belirlemislerdir. Bilesiklerin iyonlasma sabitleri Bates-
Schwarzenbach metoduyla 298,15 K sicaklikta tampon ¢ozeltide belirlenmistir.
Calismadan elde edilen pKa degerleri klorpromazin igin 9,15; flufenazin i¢in
10,01; promazin i¢in 9,37; tioridazin ic¢in 8,39, trifluperazin icin 8,97;
triflupromazin icin 9,03’ diir. pKa o6l¢timleri Bates-Schwarzenbach metoduyla
UV spektrofotometresiyle gerceklestrilmistir. Bilesiklerin ¢oziintrliikleri su,
etanol,1-oktanol icerisinde gerceklestirilmistir. Calismada ayni zamanda

bilseiklerin temel termal 6zellikler ientalpi erime vs.” de belirlenmistir.

Lara vd. (2006), fenotiazinlerin tayinini tablet farmasotik formda ve idrarda
kemiliiminesansla  birlikte  kapiler elektroforez  yontemi kullanarak
gerceklestirmislerdir. Calismalar elektroforetik ayirmanin optimizasyonu igin
oncelikle tampon bilesiminin etkisini incelemislerdir. Fenotiazin tiirevlerinin
pKa degerlerinin 9 civarinda oldugundan yola ¢ikarak 20 mM sodyum
tetraborat, 100 mM Tris, 20 mM sodyum karbonat, and 50 mM ammonyum
asetat pH 8.5’ de calismislardir. pH degerleri 8-10 aralifinda oldugunda
alikonmanin 1,5’den yiiksek oldugu goriilmiis, pH 9’un tlizerinde pik sekillerinde

bozulma oldugundan optimum pH olarak 8,5 se¢ilmistir.

Madej wvd. (2005), fenotiazin tilrevlerinden promazin, Kklorpromazin,
levomepromazinin kan ve idrar numunelerinde karsilastirmali tayinlerini ters
faz sivi kromatografi ve non-aqueous kapiler elektroforez yontemleriyle
gerceklestirmislerdir. HPLC ile tayinde LichroCART (125X4 mm) kolon
secilmistir. Gradient ¢alismada mobil faz baslangicta % 80, 0,01 M fosforik asit
(pH:2,3) ve % 20 ACN iken 10 dakika icinde akis hiz1 1ml/dakika olup dalga
boyu 254 nm’ de gerceklestirilmistir.

Sanli S. (2013), calismasinda tipik antipsikotik ilaglardan yapica benzer
sertindol, olanzapin, flufenazin, tioridazin, pimozid, mesoridazon ve
ziprosidonun iyonlasma sabitlerini suda, % 10, 20, 30, 40, 50 ACN-su ikili
karisimlarinda tayin etmistir. UV-pH titrasyonu, 298,15 K sicaklikta

gerceklestirilmis ve Kamlet Taft solvatokromik parametreleri; a, 3, m* ile korele
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edilmistir. Calisilan bilesiklerin absorpsiyon spektrumu pH 2-12 arasinda cesitli
pH’larda 210-350 nm’ de kaydedilmistir. Elektrot sisteminin kalibrasyonu
GRAN metoduyla gerceklestirilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen veriler

STAR programu ile degerlendirilmistir.

Cizelge 2.2. Bilesikler icin belirlenen esitlikler ve regresyon katsayilari

Bilesik Esitlik Regresyon Katsayisi

Sertindol y=-1,7x(0,10)+8,53(0,02) R=0,996
Olanzapin (pKa1) y=-2,10x(0,15)+5,52(0,02) R=0,991
Olanzapin (pKa2) y=-1,91x(0,11)+8,78(0,02) R=0,994
Flufenazin (pKa1) y=-1,59x(0,23)+3,30(0,04) R=0,980
Flufenazin (pKaz) y=-1,25x(0,06)+8,04(0,01) R=0,998
ziprosidon y=-1,7x(0,10)+6,94(0,02) R=0,995
mesoridazon y=-2,92x(0,26)+9,71(0,04) R=0,985
Tioridazin y=-3,66x(0,45)+9,91(0,08) R=0,985

Cizelge 2.3. Bilesikler i¢in belirlenen Kamlet-Taft esitlikleri

Bilesik Kamlet-Taft Esitlikleri
Sertindol pKa=5,72 (0,13)+ 2,52 (0,13) m*
Olanzapin pKa=2,14 (0,01)+ 2,44 (0,15) *+ 0,61 (0,09)«x
Flufenazin pK.=5,97 (0,20)- 2,40 (0,13) m*
Tioridazin pK.=3,78 (0,33)+ 5,48 (0,33) m*
Pimozid ND
mesoridazon pK.=5,05 (0,12)+ 3,19 (0,18) m*+ 1,01 (0,11)«x
ziprosidon pKa=4,32 (0,18)+ 2,32 (0,18) m*

Shetti vd. (2011), antipsikotik ilaglardan klorpromazin, trifluperazin ve
trihekzifenidil hidrokloriiriin LC-MS/MS yo6ntemiyle kan plazmasinda tayinini
gelistrimis ve valide etmislerdir. I¢ standart olarak ornidazol segilmistir.
ilaglarin ve i¢c standardin plazmadan ekstraksiyonu siv1 siv1 ekstraksiyonu ile
gerceklestirilmistir. Ayirma HYPERSIL Hypurity C18 (50X4.6)mm 5 M kolonla
gerceklestirilmis mobil faz igerigi % 70 asetonitril % 30 amonyum asetat

tamponu olacak sekilde hazirlanmistir. Akis hizi 0,4 mL/dakikadir. Bilesik kiitle
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spektroskopisinin elektro spray iyonizasyonu ile iyonlastirilmistir. Her {i¢ ilag
icin cevap lineer olup 0,1-100 ng/mL ve LC-MS/MS yontemiyle elde edilen LOQ
degerleri 0,1 ng/mL olarak belirlenmistir. Giin ici glinler aras1 % 10 un altinda
ve yontemin dogrulugu %+ 5,0 - %-5,0 arasindadir.

Zhang vd. (2007) Antipsikotik ilaglardan klorpromazin, olanzapin ziprosidon,
haloperidol, risperidon ve onun aktif metaboliti 9-hidroksirisperidonun sivi
kromatografi ile rat plazmasinda tayininde yodntem gelistirmis ve valide
etmislerdir. Imipraminin i¢ standart olarak kullanildig1 ¢calismada analitler rat
plazmasindan sivi siv1 asit ¢ozeltisi geri ekstraksiyon teknigiyle ekstrakte
edilmis ve bilesikler Agilent Eclipse XDB C8 (150 mm X 4.6 mm i.d.,, 5mm)
kolonla, mobil faz olarak %0.05 trietilamin asetik asitle (pH 5,86’ ya ayarlanmis)
asetonitril/30 mm amonyum asetat gradient eliisyonla ayrilmistir. Sistem
uygunluk parametreleri agisindan LOQ degeri 2.0 ng/mL olup korelasyon
katsayisi her analit icin 0,9982 den biiyiiktiir. Giin i¢i giinler aras1 kesinlik ve
dogruluk % 7.44 den biiyiiktir.. Geri kazanim her analit icin % 74.8" in

uzerindedir.

Dhabab (2011), ¢alismasinda Kklorpromazin ve trifluperazinin tablet
formilasyonunda es zamanl tayinini HPLC yontemi ile gerceklestirmistir.
Calismada mobil faz igerigi siklohekazan: metanol: dimetilamin (5: 1: 1) olacak
sekilde hazirlanmis, akis hiz1 1,5 mL/dakika ve dalga boyu 254 nm olarak
secilmistir. Deneysel calismalar Polaris 5 p C 18 A ( 50X 2mm) kolonla
gerceklestirilmistir. Secilen yontemde bilesiklerin alikonma zamanlar
klorpromazin igin 7, 18, triflupreazin icin 9,62’dir. Yontemde geri kazanim %
98,6 - % 96,8 ; RSD degerleri % 1,19- % 1,95 olarak bulunmustur. Bu sonuglar

deneysel calismanin ve yontemin uygun oldugunu gostermistir.

Franke vd. (1998), fenotiazin Dbilesiklerden prometazin, promazin,
klorpromazin, triflupromazin, levomepromazin, tioridazin, proklorperazin,
trifiperazin, tietilperazin, perfenazin ve kalsiyum kanal antogonisti
bilesiklerden verapamil, gallopamil, fendilin, amlodipin, nikardipinin iyonlagsma
ve dagilma katsayilarini potansiyometrik metotla tayin etmislerdir. Bilesiklerin

pKa ve log P degerleri potansiyometrik titrasyonla 259C de gergeklestirilmistir.
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Iyonik siddet 0,15 M KCI kullanilmistir. Log P ve pKa él¢iimleri ayr1 deneylerle
gerceklestirilmis ve titre edilen ilaglarin derisimleri 0,08 ve 0,15 mM araliginda

tutulmustur. Dioksanin derisimi % 15-40 ve fenotiazinler icin ilaveten % 20-50

metanol kullanilmistir

Cizelge 2.4. Olgiilen pKa degerleri ve literatiirde verilen pKa degerleri

Bilesik Dioksan Metanol Su ortami Literatur
ortami ortami Degerleri
Prometazin 8,86+0,01 9,07+0,08 - 9,11 9,10
Promazin 9,00+0,05 8,92+0,09 - 9,28 9,40
Klorpromazin 9,15+0,09 9,22+0,13 - 9,39 9,30
Triflupromazin 8,95+0,03 9,07+0,19 - 9,20 9,20
Levomepromazin 9,03+0,09 9,07+0,16 - 9,19
Tioridazin 9,19+0,06 9,25+0,07 - 9,50
Proklorperazin 3,7710,16 3,73+0,04 3,79+£0,01 3,73 3,78
8,21+0,13 7,96%0,09 8,10
Trifluperazin 3,70+0,11 3,95+0,35 3,91+0,01 3,60, 3,90
8,11+0,06 8,38+0,13 8,10 8,10
Tietilperazin 3,65+0,02 3,81+0,27 3,80+0,01
8,00+0,09 8,06+0,06 8,12
Perfenazin 3,97+0,09 3,98+0,05 3,59+0,01 3,70
7,90+0,09 7,82+0,06 7,80
verapamil 8,68+0,09 - - 8,60 8,92
Gallopamil 8,57+0,06 8,42+0,01 - -
Fendilin 9,04+0,03 - - -
Amlodipin 9,31+0,10 - - 9,02
Nikardipin 7,28+0,10 - - 7,20 7,33
Pallicer (2011), organik bilesiklerin oktanol-su dagilma katsayilarini

belirlemede kromatografik metot bazlarin hidrofobisitelerini tahmin etmede
farkll kimyasal davranisi olan pKa degerleri 9'dan biiyiik kuvvetli bazik yapili
baslica ticari ilaclarda mobil fazlar ¢6ziiciilerin iyonlasmasindan kaginmak icin
yliksek pH’da tamponlanmis ve ti¢ farkl tipte kolonla calismiglardir. Bu kolonlar
Gemini NX, XTerra RP-18 ve XTerra MS C18’ dir. Deney sonuglar1 her ti¢ kolonun
da deneyde calisilan bilesiklerin ¢ogu icin basarih log Po/w degerleri
Calismacilar Deneyde calisilmis biilesiklerden fenotiazin yapil klorpromazinin

log Po/w degerini 5,35 ve pKa degeriniise 9,21 olarak vermislerdir.

Karpmska vd. (1996), 2-10 distlbstitiie fenotiazin tiirevlerinin analitik

ozelliklerini anlattiklar1 derlemelerinde bu ilaglarin karakteristik yapilarindan
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dolay1 bircok degerli o6zellik gosterdigini belirtmislerdir. Kolaylikla
oksitlenebilen bu bilesikler, 100 °C’ ye kadar termal kararlilik gostermekte bu
sicakligin istiinde bozunmaya ugradigini bildirmislerdir. Calismacilarin
fenotiazin tliirevlerinden promazin, klorpromazin, triflupromazin,
metopromazin ve metilpromazinin potansiyometrik ve 2. tiirev spektroskopik

yontemle elde edilen pKa degerleri Cizelge 2.5 de verilmistir.

Cizelge 2.5. Fenotiazinlerin pK, degerleri

pKa
Bilesik Potansiyometri 2. Tiirev spektroskopi
Promazin 9,42+0,02 9,40+0,02
Klorpromazin 9,36+0,05 9,35+0,02
Triflupromazin 9,21+0,03 9,21+0,02
Metopromazin 9,41+0,03
Metilpromazin 9,36+0,03

Chen vd. (2002), calismalarinda yapica benzer fenotiazinlerin ayrilma ve
alikonma davraniglarina tampon pH’ s1 ve 3 siklodekstrin konsantrasyonunun
etkilerini siklodekstrin modifiyeli kapiler zone elektroforez yontemiyle fosfat
altyapili elektrolitle diisiik pH degerinde arastirmislardir. Calismada segilen
fenotiazinlerin ayrimi siral analitlerin enantiomerlerini de icerecek sekilde 8
mM dan disik konsantrasyonlarda [ siklodekstrin ve hidroksipropil
siklodekstrini elektrolit modifiyeri veya sinyal secici olarak kullanarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar fenotiazinlerin (3 siklodekstrinle oldukc¢a gii¢li
etkilestigini ve bu bilesiklerin ayriminin etkili bir sekilde gergeklestirlmesi i¢in
pH 3’de fosfat tamponuna 0,3 mM f siklodekstrin veya 0,5 mM hidroksipropil 3
siklodekstrin ilavesiyle saglanabilecegini gostermistir. Biitlin kapiler
elektroforez ayirmalar1 240 nm’ de uncoated fused 60.2 cmX 50um L.D. kapilerle

gerceklestirilmistir.
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Venkatesh vd. (2010), klorpromazinin tayini icin HPLC ydntemi gelistirilip
valide etmisler ve tablet formda klorpromazin kararliik ¢alismalarim
gerceklestirmislerdir. Kolon olarak Zorbax Extended C18 ‘in (250 X 4,6 mm X
S5um 100 A) tercih edilen ¢alismada yontem , 25 °C’ de ICH protokoliine uygun
sekilde gelistirilmistir. Linerlik icin standart madde klorpromazin hidroklortr
secilmis ve 1 ppm- 200 ppm araliginda ¢alisiimistir. Korelasyon katsayis1 0,99
ve % RSD 0,10- 1,11 araligindadir. Tampon ¢ozelti 1 litrede 2,72 gr potasyum
dihidrojen orto fosfat ve 5 mL trietilaminle pH 3,1 e ayarlanarak hazirlanmistir.

Mobil faz igerigi % 35 asetonitril, % 65 tampon seklindedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu béliimde alifatik yan zincirli fenotiazin tiirevlerinden; prometazin, promazin
klorpromazin, triflupromazinin iyonlasma/protonasyon sabitlerinin, su-
asetonitril ikili karisimlarinda potansiyometrik, spektroskopik ve ters faz sivi
kromatografik yontemlerle tayininde kullanilan cihazlar ve Kkimyasallar

hakkinda bilgi verilmistir. Coziicii olarak asetonitril secilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.
Bu tezde calisilan fenotiazinler ve bunlar ile ilgili bilgiler, Cizelge 3.1'de
verilmistir.

Cizelge 3.1. Potansiyometrik, spektroskopik ve kromatografik calismalarda
kullanilan kimyasal maddeler

Ad1 Kullanim amaci Aciklama
Potasyum Elektrot kalibrasyonu i¢in referans | Merck (Referans Deger
hidrojen fitalat standart Standardi)

Fosforik asit Mobil faz pH’sinin ayarlanmasi Merck, Analitik saflikta

Sodyum hidroksit Mobil faz pH’sinin ayarlanmasi Merck,
Analitik saflikta
Kolonda tutunmayan tiirtin kolonu Merck,

Urasil terk etme zamanini belirlemede Analitik saflikta
Potasyum Titrant (titrisol) Merck, Analitik saflikta
hidroksit

Potasyum kloriir Iyonik siddet ayarlayici Merck,
Analitik saflikta

Hidroklorik Asit | Hiicre potansiyelinin belirlenmesi Merck, Ayarligozelti
(titrisol)
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Cizelge 3.2. Tezde calisilan fenotiazin bilesiklerin kimyasal yapisi1 ve 6zellikleri

Bilesik Adi Kimyasal Yapisi Ozellikler
_oe __CH, CAS No 58-33-3
3 —— N
| Sigma-Aldrich
= CH g
Prometazin H HPLC saflikta
N
[
comonvs | [T JL_J| e
s UV@ 240 nm
CH4
J, CAS No: 53-60-1
——CH,
b _ Sigma-Aldrich
romazin
HPLC saflikta
C17H20N2S ™ > %,99,8
= UV@ 240 nm
THs CAS No: 69-09-0
Klorpromazin H,C —N \/\’ Sigma-Aldrich
N cl HPLC saflikta
C17H16CIN,S ©[ j@/ > 99,8
S UV@ 250 nm
T CAS No0:78439-06-2
Hae Sigma-Aldrich
igma-Aldric
Triflupromazin
F HPLC saflikta
C18H19F3N2S ©CN j@)f F >%99,8
s UV@ 250 nm
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3.2. Potansiyometrik Titrasyonlar

3.2.1. Potansiyometrik titrasyonlarda kullanilan cihazlar

pH /iyon Metre

Potansiyometrik titrasyonlarda pH olglimlerinde Mettler Toledo MA 235
pH/iyon analiz cihazi kullanilmistir. Mettler Toledo In Lab 413 Ag/AgCl
kombine cam elektrottan yararlanilmistir. Asetonitril-su ikili karisimlarinda
primer standart referans ¢ozeltilerin pH degerlerinin belirlenmesi, 0,05 mol/kg
potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi kullanilarak ve 298,15 K referans alinarak
kombine pH elektrodu ile yapilmistir. Organik c¢o6ziicinin derisimine ait
baslangic pH degeri teorik olarak hesaplanmistir. Cihaz bu deger dikkate
alinarak kalibre edilmistir. pH Ol¢ciimlerinde sicaklik 25°C + 0,1 °C’ de sabit

tutulmustur.
Potansiyometrik yontemle pK, tayininde kullanilan ¢oézeltiler

Potansiyometrik  titrasyonlar, asetonitrilin dort farkli  derisiminde

gerceklestirilmistir.
%35 (v/v) Asetonitril-su ikili Karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 65 mL su alinmis ve lizerine 35 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda

hacim biiztilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
%40 (v/v) Asetonitril-su ikili Karisimi

100 mL’lik stok ortam icin 60 mL su alinmis ve lizerine 40 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda

hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
%45 (v/v) Asetonitril-su ikili Karisimi

100 mL’lik stok ortam icin 55 mL su alinmis ve lizerine 45 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda

hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
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%50 (v/v) Asetonitril-su ikili Karigimi

100 mL’lik stok ortam icin 50 mL su alinmis ve lizerine 50 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili karisimlarinda

hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
iyonik Siddet Ayarlayici

Her bir ortamda iyonik siddeti ayarlamak iizere yukarida hazirlanisi belirtilen
cozici karisimlarina 0,1 M derisimi saglayacak sekilde KCl eklenmis ve

manyetik ¢alkalayici kullanilarak katinin ¢oziinmesi saglanmigstir.
Asit Cozeltisi

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

ylizdesine uygun olarak 0,1 M’a seyreltilmistir.
Baz Cozeltisi

1 M standart KOH (Titrisol c¢ozeltisi), calisilan organik modifiyer-su ikili
karisiminda 0,050 M olacak sekilde seyreltilerek titrant olarak kullanilmistir.
Cozelti, 2.10-3 M KHP ¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmistir.

Fenotiazinlerin Cozeltileri

Promazin ve klorpromazinin standart ¢ozeltileri, 2,0.10-3 M derisiminde olacak
sekilde asetonitril-su ikili karisiminda hazirlanmis ve ¢ozelti cift cidarh hiicreye

alinarak potansiyometrik yontemle titre edilmistir.

Bilesiklerin protonasyon sabitlerinin tayininde, %35, %40, %45, %50 (v/v)
derisimde su-asetonitril bulunan ortamlarda c¢alisimis ve iyonik siddet
ayarlamak tlizere 0,1 M derisiminde KCl kullanilmistir. Fenotiazinlerin,
titrasyonlarindan 6nce titrant olarak kullanilacak KOH ¢6zeltisi, 30 mL 0,05 M
potasyum asit fitalat c¢ozeltisinin KOH ile potansiyometrik ydntemle
titrasyonuyla ayarlanmistir.  Asit, ayarli baz ile titre edilerek ayarlanmis,

karbonat hatasinin olmadigi belirlenmistir.
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3.3. Spektroskopik Titrasyonlar

3.3.1. Spektroskopik titrasyonlarda kullanilan cihazlar

Spektrofotometrik Ol¢limler Perkin-Elmer LAMBDA 25 spektrofotometresiyle
gerceklestirilmistir. Biitlin spektrofotometrik titrasyonlar 25+0.1 °C’ de 80 mL

kapasiteli titrasyon hiicresinde gerceklestirilmistir.

Spektroskopik titrasyonlarda, pH oOlglimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/
iyon analiz cihazi kullanilmistir. Metleer Toledo InLab 413 Ag/AgCl kombine
cam elektrottan yararlanilmistir. pH 6l¢timlerinde sabit sicaklik banyosu (HETO
CBN 8-30 ve HETO HMT 200 sicaklik kontrol iinitesi) kullanilarak 25 °C £ 0,1
sicaklikta calisilmistir. Potasyum asit fitalat c¢ozeltisi kullanilarak KOH
cozeltisinin ayari, HCl ¢ozeltisinin ayarli baz ile titrasyonu ve boylece
elektrodun Eo ve egim degerlerinin hesaplanmasi 1,0x10-4 M’ lik calisilan
bilesiklerin % 35 asetonitril-su ikili karisiminda hazirlanan ¢6zeltilerinin
titrasyonu, titrasyonla ilgili verilerin degerlendirilmesi ve STAR programi
(Beltran vd., 1993) ile pKa degerinin tayini gerceklestirilmistir. Titrasyon
verileri kullanilarak cesitli yaklasimlardan yaklasik pKa degerleri hesaplanmis
ve bu degerler STAR programina tahmini pKa olarak dnerilerek ve bilesiklerin
pKa degerleri hesaplanmistir. Degerler ayrica absorbans-pH iliskisi dikkate

alinarak NLREG programi ile hesaplanmuistir.

3.3.2. Spektroskopik yontemle pKj tayininde kullanilan ¢dzeltiler

Promazin, prometazin, klorpromazin ve triflupromazinin fonksiyonel grup
sabitlerinin spektroskopik yontemle tayini %35 ACN igeren asetonitril-su ikili

karisiminda gergeklestirilmistir.

% 35 (v/v) Asetonitril-Su ikili Karisimi
Bilesiklerin 2.10-3 M’ lik stok ¢ozeltisinden 1.10-4 M a seyreltilmis ve 40 mL, ¢ift
cidarl hiicrede 0,1 M KCl iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir.
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iyonik siddet ayarlayic

Her bir ortamda iyonik siddeti ayarlamak tizere KCl kullanilmistir. Bu amagla su
ortaminda 0,1 M derisimi saglayacak sekilde 1 M’ ik KCl ¢ozeltisinden ilave

edilmistir.
Asit ¢ozeltisi

1 M standart hidroklorik asit (titrisol) ¢ozeltisi, sulu ortamda 0,05 M’ a

seyreltilmistir.
Baz ¢ozeltisi

1 M standart KOH (titrisol) c¢6zeltisi, su ortaminda 0,05 M olacak sekilde

seyreltilerek, asit ¢ozeltisi ile ayarlanmis ve titrant olarak kullanilmistir.
Potasyum Asit Fitalat ¢ozeltisi (KHP)

2.103 M KHP cozeltisi calisilan ortama uygun sekilde hazirlanmis ve KOH

ayarinda kullanilmistir.
3.4. Kromatografik Calismalar
3.4.1. Yiikksek performans si1vi kromatografisi cihazi

Tezde calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davranislarinin incelenmesinde
ve iyonlagma sabitlerinin tayininde, Shimadzu marka HPLC cihazi kullanilmistir.
Sistemde, pompa (LC20 AD), dedektor (SPD-20A), kolon firim1 (CTO-20AC) ve
gaz giderme unitesi (DGU-20A) bulunmaktadir. Bilesiklerin pik simetrisi ve
alikonma davranislarn incelendiginde, %30, %40, %45 (v/v) asetonitril-su
ortaminda Cogent Phenyl Hydride (250 mm, 4,6 mm ID, S-4 um) kolon tercih
edilmistir. Enjeksiyon hacmi, 20 uL; dalga boyu (A) promazin ve prometazin igin
250 nm; klorpromazin ve trfilupromazin i¢in 254 nm’dir.

Calisma akis hizi 1,0 mL/dakika olup kolon sicakligt 25°C’'dir. Kapasite
faktorlerinin hesaplanmasinda kullanilacak to degeri urasilin mobil fazdaki
cozeltisi kullanilarak belirlenmistir; dalga boyu (A) 210 nm olacak sekilde
calisilmistir. Calisilan mobil fazlara 100 mM fosforik asit olacak sekilde derisik
fosforik asit ilave edilmis ve NaOH ilavesi ile mobil fazin pH’s1 2,30; 2,50; 2,70;
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2,90; 3,10; 3,50; 3,90 olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir bilesik ve urasil i¢in
iki tekrarli enjeksiyonlarda elde edilen ortalama alikonma zamanlan ile
kapasite faktorleri hesaplanmistir. Kapasite faktorinin pH ile degisimi,
sigmoidal davranis gosterir. Bu sigmoidalin orta noktasindaki pH degeri, o
bilesigin calisilan ortamdaki iyonlasma sabitini verir. Kapasite faktori-pH
iliskisi NLREG programi ile degerlendirilerek bilesiklerin pKa. degerleri

hesaplanmistir.

3.4.2. pH/iyon metre

HPLC mobil fazinin pH élgiimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/ Iyon analiz
cihazi1 kullanilmistir. Metleer Toledo InLab 413 Ag/AgCl kombine cam
elektrottan yararlanilmistir. Potasyum hidrojen fitalat, IUPAC’ a gore asetonitril-
su ikili karisimlarinda elektrot kalibrasyonu igin Onerilen kimyasaldir. Bu
nedenle referans standart ¢ozelti olarak secilmistir. Potasyum hidrojen fitalat
cozeltisi ile ayarlanan pH metrenin kalibrasyonu, kombine pH elektrodu ile
298,15 K referans alinarak yapilmistir. Elektrot, okunan degerlerin kararl
olabilmesi i¢in ¢alisilan su-organik ¢6ziici karisiminda bekletilmistir. Her bir
ortam i¢in potasyum hidrojen fitalat ¢o6zeltisi 0,05 mol/kg derisimde
hazirlanmis ve baslangi¢c potansiyel degeri belirlenmistir. Mobil faz pH’ sinin

ayarlanmasi esnasinda sicaklik 25°C # 0,1°C’ de sabit tutulmustur.

3.4.3. Kullanilan ¢6zeltiler

3.4.3.1. pK, tayininde kullanilan fenotiazin ¢ozeltileri

Kromatografik yontemle pKa. degerlerinin tayini yapilan promazin prometazin
klorpromazin ve trflupromazinin her biri 0,0010 g, 10 mL mobil fazda
cozillerek 100 ppm’lik stok c¢o6zeltileri hazirlanmis ve +4°C’ de muhafaza
edilmislerdir. Hazirlanan c¢alisma c¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi
cihazina enjekte edilmistir. Enjeksiyonlar her bir bilesik icin ikiser kez yapilarak
ortalama alikonma zamanlari belirlenmistir. Fenotiazinlerin
iyonlasma/protonasyon sabitlerinin tayini icin % 30; 40 ve 45 (h/h) asetonitril-

su ikili karisimlarinda ¢calisilmistir.
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%30 (h/h) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 70 mL saf su alinmis ve tlizerine 30 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su ikili
karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
Mobil faza 100 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71
g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su-
asetonitril karisiminda hazirlanmis 1 M NaOH’ den ilave edilerek calismada
etkisi incelenmek istenen farkli pH degerleri 2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50;
3,90 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida

degaze edildikten sonra kullanilmistir.

%40 (h/h) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 60 mL saf su alinmis ve tizerine 40 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su ikili
karisimlarinda hacim buzilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmigtir.
Mobil faza 100 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71
g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su-
asetonitril karisiminda hazirlanmis 1 M NaOH’ den ilave edilerek calismada
etkisi incelenmek istenen farkhh pH degerleri 2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50;
3,90 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida

degaze edildikten sonra kullanilmistir.

%45 (h/h) Asetonitril-su ikili karisimi

100 mL’lik stok ortam i¢in 55 mL saf su alinmis ve lizerine 45 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su ikili
karisimlarinda hacim buziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmigtir.
Mobil faza 100 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 100
mL’lik stok ortam icin 55 mL saf su alinmis ve lizerine 45 mL asetonitril ilave
edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su ikili karisimlarinda
hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir. Mobil faza 100 mM

derisimde olacak sekilde H3POs4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71 g/mL) ilave
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edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su-asetonitril
karisiminda hazirlanmis 1 M NaOH’' den ilave edilerek calismada etkisi
incelenmek istenen farklh pH degerleri 2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50; 3,90
olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida degaze

edildikten sonra kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada, fenotiazinlerden iyonlasma/protonasyon sabiti tayin edilecek
bilesikler, promazin, prometazin, klorpromazin ve triflupromazin olarak
secilmistir. Yapilan literatiir taramasinda, bu tez c¢alismasi icin secilen
bilesiklerin, potansiyometrik, spektroskopik ve ters faz sivi kromatografi
yontemiyle iyonlasma/protonasyon sabitlerinin tayiniyle ilgili literatiirlerde
yeterli veri olmadig1 gorilmiistiir. Bunun i¢in bu bilesiklerin fonksiyonel
gruplarina ait pKa degerleri, 6ncelikle tahmini iyonlasma/protonasyon sabiti
hesaplayan programlarla tahmin edilmistir. Bu amacgla Marvin Sketch,

ACD/Lab ve Pallas Programi programi kullanilmistur.

4.1. Alkilamino Fenotiazinlerin Lipinski Kurallarina Uygunluklari

ilag aktif maddelerinin belirli kriteleri saglamasi icin énerilen kurallar, Lipinski
kurallaridir (Lipinski vd. 1997; Lipinski vd. 2001; Lipinski vd. 2012 ). Bu
kurallar, aktif maddelerin emilim ve biyoyararlanimlar1 hakkinda yardimci olan
kurallardir. Lipinski kuralina gore ila¢ aktif maddelerinin
1. Molekiiler agirliklar1 500’den kiigtiik olmali( < 500),
2. Dagilma katsayilar 5’den kii¢iik olmali(log P < 5),
3. Bilesiklerin yapisindaki NH ve OH toplami 5’den kiiciik olmal (< 5
Hidrojen bag1 donor sayisi)
4. N ve O atomlarinin toplam sayis1 10’ dan kii¢iik olmali (< 5 Hidrojen bagi
akseptor sayisi)

5. Donebilen bag sayilar1 10’dan az olmaldir.
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Cizelge 4.1. Tezde secilen bilesiklerin Lipinski 6zellikleri

Lipinski . . Klorpro | Triflupro | Onerilen
. | Promazin | Prometazin . . <
parametreleri mazin mazin degerler
Hidrojen Bagy 0 0 0 0 <5
Donoru
Hidrojen Bagi
Akseptori 2 2 2 2 =10
Molekiiler
S 320,88 320,88 355,33 388,88 <500
Agirhigi
Log P 4,63 4,52 5,18 4,95 <5
Donebilen 4 3 4 5 <10
Bag Sayisi

4.2. Fenotiazinlerin Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas Programi ile
Hesaplanan Protonasyon Sabitleri

Bu ¢alismada Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas bilgisayar programlar ile

calisilan bilesiklerin protonasyon sabitleri hesaplanmistir.

4.2.1. Promazinin protonasyon sabitleri

Marvin Skecth programi kullanilarak promazinin tersiyer amin grubuna ait
protonasyon sabiti 9,70 olarak tahmin edilmistir (Marvin Sketch, 2011).
ACD/Lab programiyla fenotiazin halkasinda tersiyer amine ait protonasyon
sabiti 9,43(0,28) olarak tahmin edilmistir (ACD/Lab, 2012). Pallas programi
kullanilarak promazinin fenotiazin halkasinda bulunan amin grubuna ait
iyonlasma sabiti degeri 4,75(1,40); tersiyer amine ait protonasyon sabiti
9,37(1,40) olarak tahmin edilmistir.

Bu programlar kullanilarak yapilan hesaplamalarda promazinin yapisindaki
fenotiazin halkasina ait azot ve tersiyer amin grubuna ait hesaplanmis degerler

Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Tersiyer amin grubu

CH4

N
——CH,

Fenotiazin halkasina
ait amin grubu

Sekil 4.1. Promazinin kimyasal yapisi

Cizelge 4.2. Promazinin Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas programlar ile
hesaplanan protonasyon sabitleri

Paket Programlar Fenotia%in halkastna Tersiyer amin grubu
ait azot
Marvin Skecth - 9,70
ACD/Lab - 9,43%(0,28)
Pallas 4,75%(1,40) 9,37%(1,40)

4.2.2. Prometazinin protonasyon sabitlerinin tayini

Marvin Skecth programi kullanilarak prometazinin tersiyer amine ait
protonasyon sabiti 9,40 olarak tahmin edilmistir (Marvin Sketch, 2011).
ACD/Lab programiyla fenotiazin halkasinda tersiyer amine ait protonasyon
sabiti 8,98(0,50)olarak tahmin edilmistir (ACD/Lab, 2012). Pallas programi
kullanilarak prometazinin tersiyer amine ait protonasyon sabiti 8,98(1,53)

olarak tahmin edilmistir.
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Bu programlar kullanilarak yapilan hesaplamalarda prometazinin yapisindaki
fenotiazin halkasina ait azot ve tersiyer amin grubuna ait hesaplanmis degerler

Cizelge 4.3’de verilmistir.

Tersiyer amin grubu

Fenotiazin halkasina

C H:3
] I ait amin grubu
“
1 |-5'[: - \/\|
c o
N |
S

Sekil 4.2. Prometazinin kimyasal yapisi

Cizelge 4.3. Prometazinin Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas programlan ile
hesaplanan protonasyon sabitleri

Fenotiazin halkasina . .
Paket Programlar ) Tersiyer amin grubu
ait azot
MarvinSkecth - 9,40
ACD/Lab - 8,98+(0,50)
Pallas 4,75%(1,40) 8,98+(1,53)

4.2.3. Klorpromazinin protonasyon sabitlerinin tayini

Marvin Skecth programi kullanilarak klorpromazinin tersiyer amine ait
protonasyon sabiti 9,70 olarak tahmin edilmistir (Marvin Sketch, 2011).
ACD/Lab programiyla fenotiazinhalkasinda tersiyer amine ait protonasyon
sabiti 9,41(0,28) olarak tahmin edilmistir (ACD/Lab, 2012).Pallas programi
kullanilarak klorpromazinin fenotiazin halkasinda bulunan amin grubuna ait
iyonlasma sabiti degeri 4,06(1,40); tersiyer amine ait protonasyon sabiti

9,37(1,40) olarak tahmin edilmistir.
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Bu programlar kullanilarak yapilan hesaplamalarda promazinin yapisindaki
fenotiazin halkasina ait azot ve tersiyer amin grubuna ait hesaplanmis degerler

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Tersiyer amin grubu

CH Fenatiazin
3 . )
- | halkasina ait amin
™ grubu
3 -—
|

Sekil 4.3. Klorpromazinin kimyasal yapisi

Cizelge 4.4. Klorpromazinin Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas programlari ile
hesaplanan protonasyon sabitleri

Fenotiazin

Paket Programlar

halkasina ait azot

Tersiyer amin grubu

MarvinSkecth - 9,70
ACD/Lab - 9,41+(0,28)
Pallas 4,06+(1,40) 9,37+(1,40)

4.2.4. Triflupromazinin protonasyon sabitlerinin tayini

Marvin Skecth programi kullanilarak triflupromazinin tersiyer amine ait
protonasyon sabiti 9,70 olarak tahmin edilmistir (Marvin Sketch, 2011).
ACD/Lab programiyla fenotiazin halkasinda tersiyer amine ait protonasyon
sabiti 9,40(0,28) olarak tahmin edilmistir (ACD/Lab, 2012). Pallas programi

kullanilarak klorpromazinin fenotiazin halkasinda bulunan amin grubuna ait
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iyonlasma sabiti degeri 3,59(1,40); tersiyer amine ait protonasyon sabiti
9,37(1,40) olarak tahmin edilmistir.

Bu programlar kullanilarak yapilan hesaplamalarda promazinin yapisindaki
fenotiazin halkasina ait azot ve tersiyer amin grubuna ait hesaplanmis degerler

Cizelge 4.5’de verilmistir.

Tersiyer amin grubu

CH
]
. Y]
Hyc Fenotiazin
hallasina ait amin
grubu
i
o) ___F

Sekil 4.4. Triflupromazinin kimyasal yapisi

Cizelge 4.5. Triflupromazinin Marvin Sketch, ACD/Lab ve Pallas programlar ile
hesaplanan protonasyon sabitleri

Paket Programlar Fenotiz‘ir;:jtlkasma Tersiyer amin grubu
MarvinSkecth - 9,70
ACD/Lab - 9,40%(0,28)
Pallas 3,59%£(1,40) 9,37%(1,40)

4.3. Fenotiazinlerin Sivi Kromatografi Yontemiyle iyonlagsma Sabiti Tayini

Bu projede fenotiazinlerin iyonlagsma sabitlerinin tayini amaglanmistir.
Bilesiklerin alikonma zamanlar1 ve pik simetrileri g6z ontine alinarak mobil faz
organik modifiyeri olarak asetonitril tercih edilmistir. Bilesiklerin pKa tayinleri

%30; 40 ve 45 (v/v) asetonitril-su ikili ortaminda gerceklestirilmistir.

51



Asetonitril iceren hareketli fazlarin pH’lar1 0,2 birim araliklarla degistirilerek
bilesiklerin pKa degerleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bilesiklerin pik simetrisi ve
alikonma davranislari incelendiginde Cogent Phenyl Hydride (250 mm, 4,6 mm
IDS, -4pum), kolon tercih edilmistir. pH’ nin yeterince asidik degerlerde
baslamasi icin hareketli fazda fosfat tamponu derisimi 100 mM olacak sekilde
ilave edilmis ve NaOH ilavesi ile mobil faz pH’si, 1,90 - 3,90 arasinda farkh
degerlere ayarlanmistir. incelenen her asetonitril kosulu icin baslangic SpH
degeri belirlenmis ve hareketli fazin pH degerleri literatiirde onerildigi sekilde
son derece dikkatle belirlenmistir. Bu asamada elde edilen veriler promazin,
prometazin, klorpromazin ve triflupromazinin pH- kapasite faktori iliskilerini
vermistir. Calismada enjeksiyon hacmi 20 pL, akis hiz1 1 mL/dakika ve kolon

sicakligr 250C’dir.

4.3.1. Promazinin s1vi kromatografi yontemiyle protonasyon sabiti tayini

Bu tez calismasinda promazinin fenotiazin azotuna ait protonasyon sabiti
tayinleri, 100 mM H3PO4 iceren % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisiminda farkli pH degerleri
(2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50; 3,90) olan mobil fazlar hazirlanmis ve bilesige
ait pKa degeri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iliski kullanilarak dogrusal
olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmistir (NLREG, 2012).
Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgii to

alikonma zamanini belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Promazinin ii¢ farkli asetonitril-su ortaminda elde edilen kapasite
faktori(k)-pH iliskisi

Promazin i¢in farkli pH’ larda ve g farkl asetonitril derisiminde elde edilen

kapasite faktorleri, Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Promazinin % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamina ait kapasite

faktorleri
%30 %40 %45
pH Kapasite faktori Kapasite faktorii | Kapasite faktori
2,30 4,824 1,575 0,966
2,50 5,22 1,691 0,969
270 5,643 1,795 1,180
2.90 6,200 2,008 1,269
3,10 7,001 2,226 1,514
3,50 8,908 2,994 2,313
3.90 11,169 3,736 3,19

Promazin icin asetonitrilin ti¢ farkli derisiminde fenotiazin azotuna ait pH-k

iliskisini gosteren grafikler non lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak
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ve bu pKa degerleri yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.6). Sekillerde cizgi,

teorik davranisi gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuclara aittir.

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

12

Kpealc

T T T
20 z24 28

pH
pKa determination by k' LC (40 % ACN promazin)

3.0 33 36 38

pH
pKa determination by k' LC (46 % ACN promazin)

D T T | T T I T T | T T | T T | T
21 24 27 3.0 33 36 39
pH

Sekil 4.6. Promazin li¢ farkl asetonitril ortamindaki protonasyon sabitine ait
NLREG grafikleri
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4.3.2. Prometazinin s1ivi kromatografi yontemiyle protonasyon sabiti

tayini

Bu tez calismasinda prometazinin fenotiazin azotuna ait protonasyon sabiti
tayini, 100 mM H3PO4 iceren % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisiminda farkli pH degerleri
(2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50; 3,90) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Her bir
kapasite faktoriinlin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 06zgli to
alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.

Prometazin i¢in farklhh pH’ larda ve ii¢ farkli kosulda elde edilen kapasite

faktorleri, Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Prometazinin ti¢ farkl asetonitril-su ortaminda elde edilen kapasite
faktorii(k)-pH iliskisi

Prometazin i¢in farkli pH’ larda ve ii¢ farkli asetonitril derisiminde elde edilen

kapasite faktorleri, Cizelge 4.7.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Prometazinin % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamina ait kapasite

faktorleri
%30 %40 %45
pH Kapasite faktori Kapasite faktorii | Kapasite faktori
230 4,00 1,107 1,00
2,50 4,618 1,259 1,152
2.70 5,377 1,700 1,30
290 6,00 1,900 1,50
3,10 6,583 2,186 2,014
3,50 7,705 2,880 2,575
3.90 8,63 3,152 2,90

Prometazin i¢in asetonitrilin t¢ farkli derisiminde fenotiazin azotuna ait pH-k
iligkisini gosteren grafikler non lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak
ve bu pKa degerleri yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.8). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranisi gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuclara aittir.
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pKa determination by k' (% 30 ACN prometazin)
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Sekil 4.8. Prometazin ti¢ farkl asetonitril ortamindaki protonasyon sabitine ait

NLREG grafikleri
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4.3.3. Klorpromazinin sivi kromatografi yontemiyle protonasyon sabiti

tayini

Bu tez calismasinda Klorpromazinin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabiti
tayini, 100 mM H3PO4 iceren % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisiminda farkli pH degerleri
(2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50; 3,90) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige
ait pKa degeri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iliski kullanilarak dogrusal
olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmistir (NLREG, 2012).
Her bir kapasite faktoriintin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgii to

alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.
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Sekil 4.9. Klorpromazinin ti¢ farkl asetonitril-su ortaminda elde edilen kapasite
faktorii(k)-pH iliskisi

Klorpromazin i¢in farkli pH’ larda ve tg farkli kosulda elde edilen fenotiazine ait

kapasite faktorleri, Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Klorpromazinin % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamina ait
kapasite faktorleri

%30 %40 %45
pH . — . " : —
Kapasite faktorii Kapasite faktorii | Kapasite faktori
2,3 8,963 2,25 0,916
2,5 9,744 2,410 0,969
2,7 10,496 2,681 1,157
2,9 11,712 3,05 1,331
3,1 12,859 3,493 1,540
3,5 16,649 4,629 2,217
3,9 18,91 5,482 3,188

Klorpromazin i¢in asetonitrilin ti¢ farkl derisiminde fenotiazin azotuna ait pH-k
iligkisini gosteren grafikler non lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak
ve bu pKa degerleri yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.10). Sekillerde ¢izgi,

teorik davranisi gostermektedir. Noktalar ise deneysel sonuglara aittir.
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pKa determination by k' LC (% 30 ACN klorpromazin)
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Sekil 4.10. Klorpromazinin Uug¢ farkli asetonitril ortamindaki protonasyon

basamagina ait NLREG grafikleri
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4.3.4. Triflupromazinin s1vi kromatografi yontemiyle protonasyon sabiti

tayini

Bu tez ¢alismasinda triflupromazinin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabiti
tayini, 100 mM H3PO4 iceren % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Her bir asetonitril-su ikili karisiminda farkli pH degerleri
(2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10; 3,50; 3,90) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Bilesige
ait pKa degeri, kapasite faktorii ile pH arasindaki iliski kullanilarak dogrusal
olmayan modeli esas alan NLREG programiyla hesaplanmistir (NLREG, 2012).

Her bir kapasite faktoriiniin hesaplanmasinda kolonda tutunmayan tiire 6zgi to

alikonma zamaninin belirlenmesi i¢in urasil kullanilmistir.
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Sekil 4.11. Triflupromazinin ti¢ farkli asetonitril-su ortaminda elde edilen
kapasite faktorii(k)-pH iliskisi

Triflupromazin i¢in farkli pH’ larda ve ti¢ farkli kosulda elde edilen fenotiazine

ait kapasite faktorleri, Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Triflupromazinin % 30; 40; 45(v/v) asetonitril-su ortamina ait
kapasite faktorleri

%30 %40 %45
pH Kapasite faktori Kapasite faktorii | Kapasite faktori
2,3 12,996 2,399 0,916
2,5 13,313 2,699 0,969
2,7 14,066 2,901 1,077
2,9 15,50 3,188 1,199
3,1 17,277 3,733 1,410
3,5 20,873 5,19 2,217
3,9 25,996 7,29 3,39

Triflupromazin i¢in asetonitrilin ti¢ farkli derisiminde fenotiazin amin grubuna
ait pH-k iligkisini gosteren grafikler non lineer regresyon (NLREG) programi
kullanilarak ve bu pKa degerleri yardimiyla degerlendirilmistir. (Sekil 4.12).
Sekillerde c¢izgi, teorik davranisi gostermektedir. Noktalar ise deneysel

sonuglara aittir.

62



pKa determination by k' LC (%6 30 ACN triflupromazin)
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Sekil 4.12. Triflupromazinin ¢ farkl asetonitril ortamindaki protonasyon
basamagina ait NLREG grafikleri
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4.4. Fenotiazinlerin Protonasyon Sabitlerinin Potansiyometrik Yontemle
Tayini

Bu c¢alismada, promazin ve klorpromazinin tersiyer amin gruplarina ait
protonasyon sabitleri potansiyometrik yontemle tayin edilmistir. Ortam olarak
%35, 40, 45, 50 (v/v) su-asetonitril ikili karisimlar1 kullanilmistir. Bilesiklerin
su-asetonitril ikili karisiminda ¢oziinurliklerinin uygun geldigi kosuldaki
cozeltileri hazirlanmis ve ayarh titrisol ¢ozeltisinden hazirlanan ve ayarlanan
KOH ile titre edilmistir. Titrasyon verileri, pKa hesaplamalarinda kullanilan
bilgisayar programi PKPOT ile degerlendirilmistir. Bu programda tahmini pKa
degerleri olarak titrasyon grafiklerinin yar1 nétralizasyonlarindaki pKa
degerleri kullanilmistir. Her iki bilesik icin de %35, 40, 45, 50 (v/v) su-
asetonitril ortamlarinda titrasyonlar yapilmis ve degerler cizelgelerde

verilmistir.

4.4.1. Promazinin %35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢6zeltisinden 30 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.10’da
verilmistir. Cizelgeden goriildigi gibi mV degerleri E0 degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pKa degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.
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Cizelge 4.10. Promazinin % 35(v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0,00 90,8 5,863 1,55 | -213,4 | 11,005
0,05 31,2 6,871 1,60 | -218,5 | 11,091
0,10 -0,2 7,401 1,65 | -222,9 | 11,166
0,15 -21,6 | 7,763 1,70 | -225,9 | 11,216
0,20 -35,7 | 8,001 1,75 | -229,9 | 11,284
0,25 -46,1 | 8,177 1,80 | -232,5 | 11,328
0,30 -54,4 | 8,317 1,85 | -235,9 | 11,385
0,35 -61,3 | 8,434 1,90 | -239,1 | 11,439
0,40 -67,4 | 8,537 195 | -241,8 | 11,485
0,45 -72,7 | 8,627 2,00 | -244,4 | 11,529
0,50 -77,6 | 8,710 2,05 | -246,8 | 11,570
0,55 -82,1 | 8,786 2,10 | -2489 | 11,605
0,60 -86,3 | 8,857 2,15 | -250,4 | 11,630
0,65 -90,7 | 8,931 2,20 -252 | 11,658
0,70 -949 | 9,002 2,25 | -253,6 | 11,685
0,75 -99,3 | 9,076 2,30 | -255,3 | 11,713
0,80 | -103,7 | 9,151 2,35 | -256,7 | 11,737
0,85 | -108,1 | 9,225 2,40 -258 | 11,759
0,90 | -112,8 | 9,305 2,45 | -259,2 | 11,779
095 | -117,6 | 9,386 2,50 | -260,5 | 11,801
1,00 | -122,6 | 9,470 2,55 | -261,6 | 11,820
1,05 | -128,3 | 9,567 2,60 | -262,9 | 11,842
1,10 | -134,8 | 9,676 2,65 -264 | 11,860
1,15 | -142,1 | 9,800 2,70 | -265,1 | 11,879
1,20 | -150,3 | 9,938 2,75 -266 | 11,894
1,25 | -159,9 | 10,101 | 2,80 | -266,9 | 11,909
1,30 -170 | 10,271 | 2,85 | -267,9 | 11,926
1,35 | -180,9 | 10,456 | 2,90 | -268,8 | 11,942
1,40 | -190,8 | 10,623 | 2,95 | -269,7 | 11,957
1,45 | -1999 | 10,777 | 3,00 | -270,8 | 11,975
1,50 | -207,2 110,900 | 3,10 | -271,6 | 11,991
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Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.13’ de verilmistir. Sekil 4.13’

den gorildigi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir.

m. £ . (o™ )
O

Sekil 4.13. % 35 ACN ortaminda promazin i¢cin PKPOT grafigi

4.4.2. Promazinin % 40 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢ozeltisinden 30 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.11’de
verilmistir. Cizelgeden goriildigi gibi mV degerleri E0 degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir.Bilesige ait pKa degeri, mLile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.
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Cizelge 4.11. Promazinin % 40(v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0,00 94,3 5717 1,60 -251,7 | 11,565
0,10 -24,3 7,721 1,70 -258,7 11,684
0,20 -46,6 8,098 1,80 -264,6 | 11,783
0,30 -61,8 8,355 1,90 -269,1 | 11,859
0,40 -73,5 8,553 2,00 -273,2 111,929
0,50 -82,8 8,710 2,10 -276 11,976
0,60 -92,1 8,867 2,20 -279,1 12,028
0,70 -100,9 9,016 2,30 -281,7 12,072
0,80 -110,2 [ 9,173 2,40 -284,1 12,113
0,90 -120,8 | 9,353 2,50 -286,1 | 12,147
1,00 -133,4 | 9,566 2,60 -288,2 12,182
1,10 -150,7 | 9,858 2,70 -289,9 | 12,211
1,20 -178,5 110,328 | 2,80 -291,4 | 12,236
1,30 -209,3 {10,849 | 2,90 -292,9 12,262
1,40 -229,1 {11,183 | 3,00 -294,2 12,284
1,50 -242,2 111,405 | 3,10 -295,7 | 12,309

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.14’ de verilmistir. Sekil 4.14’

den goruldiugi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir.

e._.m. £ . ()
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mI.

Sekil 4.14. % 40 ACN ortaminda promazin icin PKPOT grafigi
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4.4.3. Promazinin % 45 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M Ik c¢ozeltisinden 30 mlL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarhi 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.12’de
verilmistir. Cizelgeden goriildiugi gibi mV degerleri E0 degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir.Bilesige ait pKa degeri, mLile mV degerleri arasindaki

iligki kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.

Cizelge 4.12. Promazinin % 45(v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0,00 64,6 6,329 1,60 -240,8 [ 11,491
0,10 -27,2 7,880 1,70 -249,4 111,636
0,20 -48,9 8,247 1,80 -256,3 | 11,753
0,30 -63 8,485 1,90 -262,3 | 11,854
0,40 -74,6 8,682 2,00 -266,9 | 11,932
0,50 -84,4 8,847 2,10 -270,7 111,996
0,60 -93,3 8,998 2,20 -274,1 | 12,054
0,70 -101,9 | 9,143 2,30 -277,2 112,106
0,80 -110,5 | 9,288 2,40 -2799 | 12,152
0,90 -120,3 | 9,454 2,50 -282,2 12,191
1,00 -131,8 | 9,648 2,60 -284,3 | 12,226
1,10 -146 9,888 2,70 -286,3 | 12,260
1,20 -167,2 110,247 | 2,80 -288,2 12,292
1,30 -192,6 (10,676 | 2,90 -289,9 12,321
1,40 -213,8 [ 11,034 | 3,00 -291,5 | 12,348
1,50 -229,3 [ 11,296 | 3,10 -292,9 112,372

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.15’ de verilmistir. Sekil 4.15’

den gorildigi gibi bilesik tek doniim noktal: titrasyon grafigi vermektedir.
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Sekil 4.15. % 45 ACN ortaminda promazin i¢in PKPOT grafigi

4.4.4. Promazinin % 50 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢6zeltisinden 30 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.13’de
verilmistir. Cizelgeden goriildigi gibi mV degerleri E0 degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pKa degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.
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Cizelge 4.13. Promazinin % 50 (v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mv pH mL mv pH

0,00 37,4 6,402 | 1,60 -259,7 | 11,424
0,10 7,8 6,902 | 1,70 -271 11,615
0,20 -21,3 7,394 | 1,80 -278,9 | 11,748
0,30 -44,6 7,788 | 1,90 -285,5 | 11,860
0,40 -61 8,065 | 2,00 -290,7 | 11,948
0,50 -73,2 8,271 | 2,10 -295,2 | 12,024
0,60 -83,7 8,449 | 2,20 -298,8 | 12,085
0,70 -93,2 8,609 | 2,30 -302,1 | 12,140
0,80 -102,3 | 8,763 | 2,40 -305 12,189
0,90 -111,7 | 8922 | 2,50 -307,6 | 12,233
1,00 -122,3 | 9,101 | 2,60 -309,9 | 12,272
1,10 -134,7 19,311 | 2,70 -312,1 | 12,309
1,20 -151 9,586 | 2,80 -314 12,341
1,30 -178,4 | 10,049 | 2,90 -315,7 | 12,370
1,40 -216 10,685 | 3,00 -317,4 | 12,399
1,50 -242,8 | 11,138 | 3,10 -318,7 | 12,421

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.16’ de verilmistir. Sekil 4.16’
den gorildiugi gibi bilesik tek doniim noktal: titrasyon grafigi vermektedir.

e.m. . ()
o .0
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Sekil 4.16. % 50 ACN ortaminda promazin i¢in PKPOT grafigi
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4.4.5. Klorpromazinin % 35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M hk ¢ozeltisinden 30 mlL, cift cidarlh hiicrede 0,1 M KCI
iceren ortamda ayarhi 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.14’de
verilmistir. Cizelgeden goriildiugi gibi mV degerleri E0 degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pKa degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iligki kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.

Cizelge 4.14. Klorpromazinin % 35 (v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0 99,5 5,696 1,60 -211,7 10,957
0,10 -17,8 7,679 1,70 -224,4 11,171
0,20 -42,1 8,090 1,80 -232,8 11,313
0,30 -57,1 8,343 1,90 -240,3 11,440
0,40 -67,8 8,524 2,00 -246,4 11,543
0,50 -77,3 8,685 2,10 -251,1 11,623
0,60 -85,8 8,829 2,20 -255,1 11,690
0,70 -94,1 8,969 2,30 -258,5 11,748
0,80 | -102,1 9,104 2,40 -261,6 11,800
090 | -105,9 9,168 2,50 -264,7 11,853
1,00 | -1151 9,324 2,60 -266,9 11,890
1,10 -124 9,474 2,70 -269,3 11,930
1,20 -137 9,694 2,80 -271,4 11,966
1,30 | -152,5 9,956 2,90 -273,4 12,000
1,40 | -1751 10,338 3,00 -275,1 12,028
1,50 | -196,2 10,695 3,10 -276,7 12,055

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.17’ de verilmistir. Sekil 4.17’

den gorildigi gibi bilesik tek doniim noktal: titrasyon grafigi vermektedir.
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Sekil 4.17. % 35 ACN ortaminda klorpromazin i¢cin PKPOT grafigi
4.4.6. Klorpromazinin % 40 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢ozeltisinden 30 mlL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarlh 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.15’de
verilmistir. Cizelgeden gorildiugi gibi mV degerleri E° degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pKa degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.

Cizelge 4.15. Klorpromazinin % 40 (v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0 84,8 5936 |1,6 -224 11,155
0,1 -9,5 7,530 |17 -235,5 | 11,350
0,2 -37,5 8,003 [1,8 -244,2 |1 11,497
0,3 -53 8,265 |19 -250,8 | 11,608
0,4 -64,4 8,458 |2 -256,7 | 11,708
0,5 -73,5 8,611 |21 -261,3 | 11,786
0,6 -82,1 8,757 |22 -265,1 | 11,850
0,7 -90,4 8,897 |23 -268,4 | 11,906
0,8 -98,4 9,032 |24 -271,3 | 11,955
0,9 -106,7 19,173 | 2,5 -274,2 112,004
1 -116,3 [ 9,335 |26 -276,6 | 12,044
1,1 -127,5 19,524 | 2,7 -279 12,085
1,2 -141,6 {9,763 | 2,8 -281 12,119
1,3 -161,8 {10,104 | 29 -282,9 112,151
1,4 -187,5 10,538 | 3 -284,7 112,181
1,5 -207,6 110,878 | 3,1 -286,1 | 12,205
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Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.18’ de verilmistir. Sekil 4.18’

den gorildigi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir.

= _1m - £ . { TN )
-

Sekil 4.18. % 40 ACN ortaminda klorpromazin i¢cin PKPOT grafigi

4.4.7. Klorpromazinin % 45 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢ozeltisinden 30 mlL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.16’da
verilmistir. Cizelgeden gorildiugi gibi mV degerleri EO degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pK. degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.
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Cizelge 4.16. Klorpromazinin % 45 (v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0 53,6 6,540 1,6 -220,8 | 11,178
0,1 4,7 7,366 1,7 -233,1 | 11,386
0,2 -23,3 7,840 1,8 -243,3 | 11,558
0,3 -41,4 | 8,146 1,9 -257,6 | 11,800
0,4 -56,2 | 8,396 2 -263,1 | 11,893
0,5 -72,8 | 8,676 2,1 -267,8 | 11,973
0,6 -81,5 | 8,823 2,2 -272,1 | 12,045
0,7 -88,4 | 8,940 2,3 -2754 | 12,101
0,8 -96,3 | 9,074 2,4 -278,2 | 12,148
0,9 -105,3 | 9,226 2,5 -280,8 | 12,192
1 -112,2 | 9,342 2,6 -283,3 | 12,235
1,1 -124,6 | 9,552 2,7 -2854 | 12,270
1,2 -139,9 | 9,811 2,8 -287,5 | 12,306
1,3 -161,3 | 10,172 2,9 -289,4 | 12,338
1,4 -185,4 | 10,580 3 -291,1 | 12,366
1,5 -205,4 | 10,918 3,1 -292,3 | 12,387

Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.19’ da verilmistir. Sekil 4.19’

dan gorildiigi gibi bilesik tek doniim noktali titrasyon grafigi vermektedir.

=._m. £ . o)
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Sekil 4.19. % 45 ACN ortaminda klorpromazin i¢in PKPOT grafigi
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4.4.8. Klorpromazinin % 50 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

potansiyometrik titrasyon verileri ve grafikleri

Bu bilesigin 2.10-3 M lik ¢ozeltisinden 30 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarhh 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Veriler, Cizelge 4.17’de
verilmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi mV degerleri E° degeri kullanilarak pH
olarak da ifade edilmistir. Bilesige ait pKa degeri, mL ile mV degerleri arasindaki

iliski kullanilarak PKPOT programiyla hesaplanmistir.

Cizelge 4.17. Klorpromazinin % 50 (v/v) ACN - H20 ortaminda potansiyometrik
titrasyon verileri

mL mV pH mL mV pH

0 67,1 5,804 1,6 -228,5 | 10,800
0,1 -27,7 | 7,406 1,7 -243,2 | 11,049
0,2 -49,7 | 7,778 1,8 -254,2 | 11,238

0,3 -64 8,020 1,9 -263 11,384
0,4 -75,1 | 8,207 2 -270,1 | 11,504
0,5 -84,3 | 8,363 2,1 -276 11,603

0,6 -92,6 | 8,503 2,2 -280,8 | 11,684
0,7 -100,3 | 8,633 2,3 -285,1 | 11,757
0,8 -108,2 | 8,767 2,4 -288,9 | 11,821
0,9 -116 8,899 2,5 -292,1 | 11,875

1 -124,4 | 9,041 2,6 -294,5 | 11,9160

1,1 -134,1 | 9,205 2,7 -296,9 | 11,957
1,2 -145,2 | 9,392 2,8 -299,3 | 11,997
1,3 -160,6 | 9,653 2,9 -301,4 | 12,032
1,4 -183,1 | 10,033 3 -303,2 | 12,063
1,5 -208,8 | 10,467 3,1 -304,9 | 12,092
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Bu bilesigin titrasyonuna ait PKPOT grafigi, Sekil 4.20’ de verilmistir. Sekil 4.20’

den gorildigi gibi bilesik tek doniim noktal: titrasyon grafigi vermektedir.
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Sekil 4.20. % 50 ACN ortaminda klorpromazin i¢cin PKPOT grafigi

4.5. Fenotiazinlerin Protonasyon Sabitlerinin Spektroskopik Yontemle
Tayini

Promazin, prometazin, klorpromazin ve triflupromazinin asetonitril-su ikili
karisiminda spektroskopik titrasyonlar1 yapilarak amin gruplarina ait
protonasyon sabitleri tayin edilmistir. Spektroskopik yontemle tayinde 10-4 -
10-¢ M derisim, pH etkisinde absorbansdaki farklilig1 belirleyebilmemizi saglar.
Elde edilen sonuglarin giivenilirligi icin genis pH araliginda spektrum taramasi
alinir. Bu tez c¢alismasinda secilen bilesiklerin, %35 (h/h) asetonitril-su ikili
karisiminda, yaklasik 0,2 pH birimi arahigi ile tersiyer amin grubuna ait
protonasyon sabitleri icin pH 6,00 - 12,00 aras1 spektrum taramasi alinmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesi, bu amac¢ icin hazirlanmis bilgisayar programi
STAR ile gerceklestirilmistir. Bu program, her bir spektrum ve dalga boyu icin
deneysel ve hesaplanan absorbans degerleri arasinda minimum farki elde edene

kadar protonasyon sabitlerini hesaplar.
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4.5.1. Promazinin % 35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

spektrofotometrik titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1.10-* M lik ¢ozeltisinden 40 mlL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KClI
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Promazinin % 35
asetonitril-su ikili karisiminda yapilan spektrum taramasinda spektrofotometre
cihazindan alinan absorbans- dalga boyu grafigi Sekil 4.21° de verilmistir.
Bilesigin spektrum taramasindan elde edilen verilerle tersiyer amin grubunun
protonasyon sabitine ait pH - absorbans iliskisini gosteren non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilmistir(Sekil 4.22). NLREG programindan
elde edilen pKa degeri bilesigin STAR programindaki verilerinin
degerlendirilmesi asamasinda tahmini pKa degeri olarak kullanilmis ve STAR

grafigi Sekil 4.23’ de verilmistir.
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003
200

Sekil 4.21. Promazinin %35 ACN-H:0 ortaminda spektral davranisi
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6.4 7.2 8.0 88 9.6 10.4
pH

Sekil 4.22. %35 (h/h) ACN - H20 ikili karisiminda promazinin pH - absorbans
verilerinden yararlanarak elde edilen NLREG grafigi

Absorbans

4 3.0000

\\

4 1.0000

0.0000

206.0 34,0 262.0 0.0 3140 b0 nm

Sekil 4.23. % 35 ACN - H0 ikili karisiminda promazin i¢in elde edilen STAR
grafigi
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4.5.2. Prometazinin % 35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki
spektrofotometrik titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1.10-4# M hk ¢ozeltisinden 40 mlL, c¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCI
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Prometazinin % 35
asetonitril-su ikili karisiminda yapilan spektrum taramasinda spektrofotometre
cihazindan alinan absorbans- dalga boyu grafigi Sekil 4.24’ de verilmistir.
Bilesigin spektrum taramasindan elde edilen verilerle tersiyer amin grubunun
protonasyon sabitine ait pH - absorbans iliskisini gosteren non lineer regresyon
(NLREG) programi kullanilmistir (Sekil 4.25). NLREG programindan elde edilen
pKa degeri bilesigin STAR programindaki verilerinin degerlendirilmesi
asamasinda tahmini pKa degeri olarak kullanilmis ve STAR grafigi Sekil 4.26’ da

verilmistir.
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Sekil 4.24. Prometazinin %35 ACN-H:20 ortaminda spektral davranisi
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Sekil 4.25. %35 (h/h) ACN - H0 ikili karisiminda prometazinin pH - absorbans
verilerinden yararlanarak elde edilen NLREG grafigi
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Sekil 4.26. %35 (h/h) ACN - H0 ikili karisiminda prometazin i¢in elde edilen
STAR grafigi
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4.5.3. Klorpromazinin % 35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

spektrofotometrik titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1.10-* M lik ¢ozeltisinden 40 mL, ¢ift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Klorpromazinin % 35
asetonitril-su ikili karisiminda yapilan spektrum taramasinda spektrofotometre
cihazindan alinan absorbans- dalga boyu grafigi Sekil 4.27’ de verilmistir.
Bilesigin spektrum taramasindan elde edilen verilerle tersiyer amin grubunun
protonasyon sabitine ait pH - absorbans iliskisini gosteren non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilmistir(Sekil 4.28). NLREG programindan
elde edilen pKa degeri bilesigin STAR programindaki verilerinin
degerlendirilmesi asamasinda tahmini pKa degeri olarak kullanilmis ve STAR

grafigi Sekil 4.29’ da verilmistir.
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Sekil 4.27. Klorpromazinin %35 ACN-H:0 ortaminda spektral davranisi
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Sekil 4.28. %35 (h/h) ACN - H20 ikili karisiminda klorpromazinin pH -
absorbans verilerinden yararlanarak elde edilen NLREG grafigi
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Sekil 4.29. %35 (h/h) ACN - H0 ikili karisiminda klorpromazin i¢in elde edilen
STAR grafigi
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4.5.4. Triflupromazinin % 35 (v/v) asetonitril-su ikili karisimindaki

spektrofotometrik titrasyon grafikleri

Bu bilesigin 1.10-* M lik ¢ozeltisinden 40 mL, cift cidarli hiicrede 0,1 M KCl
iceren ortamda ayarli 0,05 M KOH ile titre edilmistir. Klorpromazinin % 35
asetonitril-su ikili karisiminda yapilan spektrum taramasinda spektrofotometre
cihazindan alinan absorbans- dalga boyu grafigi Sekil 4.30° da verilmistir.
Bilesigin spektrum taramasindan elde edilen verilerle tersiyer amin grubunun
protonasyon sabitine ait pH - absorbans iliskisini gosteren non lineer
regresyon (NLREG) programi kullanilmistir($ekil 4.31). NLREG programindan
elde edilen pKa degeri bilesigin STAR programindaki verilerinin
degerlendirilmesi asamasinda tahmini pKa degeri olarak kullanilmis ve STAR

grafigi Sekil 4.32’ de verilmistir.
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Sekil 4.30. Triflupromazinin %35 ACN-H20 ortaminda spektral davranisi
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Sekil 4.31. %35 (h/h) ACN - Hz0 ikili karisiminda triflupromazinin pH -
absorbans verilerinden yararlanarak elde edilen NLREG grafigi
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Sekil 4.32. %35 (h/h) ACN - H0 ikili karisiminda triflupromazin i¢gin elde edilen
STAR grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda fenotiazin grubu bilesiklerden promazin, prometazin,
klorpromazin ve triflupromazinin pKa sabitleri potansiyometrik, spektroskopik
ve ters faz siv1 kromatografik yontemler kullanilarak tayin edilmistir. Yapilan
literatlir arastirmasi, bu grup bilesiklerin pKa tayini i¢in ¢ok az g¢alisma
bulundugunu goéstermistir. Bu nedenle bu konudaki 6nemli eksikligi gidermek

icin, bu ¢alismada bilesiklerin pKa degerleri li¢ yontemle belirlenmistir.

5.1.Fenotiazinlerin Bilgisayar Programlariyla Hesaplanan iyonlasma

Sabitleri

Calisma prensipleri farkl cesitli bilgisayar programlari, iyonlasma/protonasyon
sabitlerinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Marvin Sketch,
ACD/Lab ve Pallas bilgisayar programlar1 ile c¢alisilan fenotiazinlerin

protonasyon sabitleri hesaplanmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Fenotiazinlerin paket programlariyla hesaplanan protonasyon

sabitleri
Bilesik

Program Promazin Klorpromazin | Triflupromazin Prometazin
Marvin Sketch 9,70 9,70 9,70 9,40

9,43+0,28 9,41+0,28 9,40+0,28 8,98+0,50
ACD/Lab

4,75%1,40 4,06+1,40 3,59+1,40 -
Pallas 9,37+1,40 9,37+1,40 9,37+1,40 8,98+1,53
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5.2. Fenotiazinlerin Cesitli Yontemlerle Hesaplanan Protonasyon Sabitleri

Protonasyon sabitleri, bilesiklerin en 6nemli fizikokimyasal 6zelliklerinden
biridir. Bilesigin iyonlasma o6zelligini belirleyen temel parametredir.
Glinimtuzde su-organik ¢oziici ikili karisimlarinda protonasyon sabitlerinin
tayininde potansiyometrik titrasyonlar, spektrofotometrik yontemler, kapiler
elektroforez ve sivi kromatografik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Yapilan
literatiir taramasinda ¢alismacilarin farkli yoéntemler kullanarak baz
fenotiazinlerin iyon iyonlasma/protonasyon sabitlerini hesaplamislardir

(Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Fenotiazinlerin farkli analitik yontemler kullanilarak hesaplanan

iyonlasma/protonasyon sabitleri

Bilesik Yontem pKa Literatir
Promazin Potansiyometri 9,42(0,02)
Tirev 9,40(0,01)

Karpinska J., vd., (1996)
spektrofotometri

Potansiyometri 9,36(0,01)

Klorpromazin Tlrev 9,35(0,01)
spektrofotometri
Klorpromazin 9,15
Flufenazin 10,01 Domanska U, vd., (2011)
Promazin UV-visible metot- 9,37
Tioridazin | dinamik metot 8,89
Trifluperazin 8,97
Triflupromazin 9,03
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5.3. Si1 Kromatografik Yontem Veriler Kullanilarak Hesaplanan

Protonasyon Sabitleri

Tezde ¢alisilan bilesiklerin sivi kromatografik davranislarinin incelenmesinde
ve protonasyon sabitlerinin %35, %40, %45 (v/v) asetonitril-su ortaminda
Cogent Phenyl Hydride (250 mm, 4.6 mm ID. S-4 pum) kolon tercih edilmistir.
Enjeksiyon hacmi 20 pL; dalga boyu (A) promazin ve prometazin i¢in 250 nm;
klorpromazin ve triflupromazin i¢cin 254 nm'’dir. Calisma akis hiz1 1,0
mL/dakika olup kolon sicakhigi  25°C'dir. Kapasite faktorlerinin
hesaplanmasinda kullanilacak to degeri wurasilin mobil fazdaki ¢o6zeltisi
kullanilarak belirlenmistir; dalga boyu (A) 210 nm olacak sekilde ¢alisiimistir.
Calisilan mobil fazlara 100 mM fosforik asit olacak sekilde derisik fosforik asit
ilave edilmis ve NaOH ilavesi ile mobil fazin pH’s1 (2,30; 2,50; 2,70; 2,90; 3,10;
3,50; 3,90) olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir bilesik ve urasil i¢in iki tekrarl
enjeksiyonlarda elde edilen ortalama alikonma zamanlari ile kapasite faktorleri
hesaplanmistir.  Kapasite faktori-pH

iliskisi NLREG programi ile

degerlendirilerek bilesiklerin pKa degerleri hesaplanmistir.

Promazin i¢in farkli asetonitril oranlarinda NLREG programiyla hesaplanan
fenotiazin halkasina ait aminin protonasyon sabiti (pKa) ve tiirlere ait kapasite
faktori degerleri (kgy, kg) standart sapmalariyla birlikte verilmistir (Cizelge
5.3).

Cizelge 5.3. Promazinin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabitinin NLREG ile

elde edilen pKa degerleri

Promazin % 30 ACN % 40 ACN % 45 ACN
pKa 3,670 (0,038) 3,713(0,031) 3,856(0,064)
Kt 4,460(0,080) 1,437(0,021) 0,816(0,038)

ks 14,032(0,306) 4,818(0,090) 4,756(0,259)

Prometazin i¢in farkh asetonitril oranlarinda. NLREG programiyla hesaplanan

fenotiazin halkasina ait aminin iyonlasma sabiti (pKa) ve tiirlere ait kapasite
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faktora degerleri (kgy ,k, ) standart sapmalariyla birlikte verilmistir (Cizelge

5.3).

Cizelge 5.4. Prometazinin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabitinin NLREG

ile elde edilen pK, degerleri

Prometazin % 30 ACN % 40 ACN % 45 ACN
pKa 3,026(0,070) 3,093(0,085) 3,250(0,100)
Ken 2,972(0,260) 0,658(0,132) 0,665(0,118)

kg 9,064(0,175) 3,452(0,108) 3,305(0,142)

Klorpromazin icin, farkli asetonitril oranlarinda NLREG programiyla hesaplanan
fenotiazin halkasina ait aminin protonasyon sabiti (pKa) ve tiirlere ait kapasite
faktoru degerleri (kgy, kg) standart sapmalariyla birlikte verilmistir (Cizelge

5.5).

Cizelge 5.5. Klorpromazin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabitinin NLREG

ile elde edilen pK, degerleri

Klorpromazin % 30 ACN % 40 ACN % 45 ACN
pKa 3,449(0,040) 3,482(0,020) 3,876(0,063)
Kgn 7,955(0,184) 1,190(0,027) 0,821(0,036)
kg 21,848(0,373) 6,485(0,063) 4,790(0,261)
Triflupromazin farkli asetonitril oranlarinda NLREG programiyla

hesaplanan fenotiazin halkasina ait aminin protonasyon sabiti (pKa) ve ttrlere
ait kapasite faktori degerleri (kpy , kp) standart sapmalariyla birlikte

verilmistir (Cizelge 5.6).

Cizelge 5.6. Triflupromazin fenotiazin halkasina ait protonasyon sabitinin

NLREG ile elde edilen pKa degerleri

Triflupromazin % 30 ACN % 40 ACN % 45 ACN
pKa 3,779(0,081) 3,795(0,054) 3,861(0,105)
Kgn 12,242(0,373) 2,859(0,031) 1,294(0,937)
ks 33,365(0,731) 8,656(0,144) 6,484(0,531)
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Sekil 5.1. Prometazinin cogent fenil hidriir kolonla yapilan deneyle elde edilen
kromatogrami
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Sekil 5.2. Klorpromazinin cogent fenil hidriir kolonla yapilan deneyle elde
edilen kromatogrami
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Sekil 5.3. Triflupromazinin cogent fenil hidriir kolonla yapilan deneyle elde
edilen kromatogrami

5.4. Potansiyometrik Yontemle iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Bu ¢alismada analitik yontemlerden birisi olan potansiyometri ile promazin ve
klorpromazin pKa sabiti tayini yapilmistir. Protonasyon sabitinin belirlenmesi
icin yapilan deneylerde ¢oziici ortami olarak asetonitril-su secilmistir.

Potansiyometrik titrasyonlar % 35, % 40, %45, %50 ACN-su ortami olmak
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tizere 4 farkh ortamda calisilmistir. 2.10-3M, 30 mL ¢o6zeltide sicaklik 259C’ de
sabit tutularak gerceklestirilmistir. Iyonik siddeti ayarlamak icin 0,1 M KCI
cozeltisi kullanilmistir. Protonasyon sabitlerinin degerlendirilmesinde PKPOT
programi kullanilmistir. PKPOT programi, pKa hesaplamalarinda kullanilan bir
bilgisayar programidir. Bu programda tahmini pK. degerleri olarak titrasyon
grafiklerinin yar1 nétralizasyonlarindaki pKa degerleri kullanilmistir. Promazin
ve klorpromazinin pKa degerleri PKPOT programu ile elde edilen pKa degerleri

Cizelge 5.7." de verilmistir.

Cizelge 5.7. Fenotiazinlerin PKPOT ile elde edilen pKa degerleri

% ACN | Promazin Prometazin | Klorpromazin | Triflupromazin

35 8,86(0,04) | 846(0,05) | 9,40(0,02) 8,78(0,04)

40 8,86(0,02) | 836(0,06) | 9,19(0,03) 8,71(0,03)

45 8,63(0,06) | 825(0,04) | 885(0,06) 8,55(0,07)

50 8,61(0,09) | 817(0,07) | 8,65(0,04) 8,49(0,06)
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5.5. Spektroskopik Yontemle Protonasyon Sabitlerinin Tayini

Promazin, prometazin, klorpromazin ve triflupromazinin %35 (v/v) su-
asetonitril ikili karisimlarinda tersiyer amin grubunun protonasyon sabitlerinin
spektroskopik yontemle tayini %35 ACN iceren asetonitril-su ikili karisiminda
gerceklestirilmistir. Iyonik siddet 0,1 M KClI ilavesiyle saglanmistir. Bilesiklerin
2.0.10-3 M’'lik ¢ozeltileri asetonitril-su karisiminda hazirlanmis ve 1.0.10-4 M
olacak sekilde seyreltilen ¢ozelti cift cidarli hiicreye alinmis ve titrasyonlar
gerceklestirilmistir.  Titrasyon verileri NLREG programi kullanilarak
degerlendirilmistir. NLREG programindan hesaplanan pKa degerleri,
spektroskopik titrasyon verilerinin hesaplanmasinda kullanilan STAR
programina tahmini pKa olarak onerilmistir. Bilesiigin bu program ile
hesaplanan pKa degerleri, standart sapmalariyla birlikte Cizelge 5.10° da
verilmistir. Cizelgede ayrica protonlanmis ve protonlanmamis tirlerin

absorbans degerleri verilmistir.

Cizelge 5.8. Fenotiazinlerin % 35 ACN-H:0 ikili karisiminda pH-absorbans
verileri kullanilarak elde edilen NLREG pKa degerleri

Bilesik pKa Agn Ap
Promazin 8.909 (0.020) | 2.054 (0.004) | 2.643 (0.007)
Klorpromazin 8.943 (0.0690) | 1.678 (0.006) | 2.188 (0.0139)
Triflupromazin | 9.049 (0.0690) | 1.031 (0.006) | 1.439 (0.0139)
Prometazin 8.667 (0.0499) | 0.956 (0.0196) | 1.687 (0.0128)

Cizelge 5.9. % 35 ACN-H:O0 ikili karisiminda fenotiazinlere ait STAR pKa verileri

Bilesikler % 35 ACN- H20
Promazin 8,842(0,021)
Klorpromazin 9,196(0,034)
Triflupromazin 9,225(0,039)
Prometazin 8,646(0,022)
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5.6. Sonug¢

ila¢ etken maddelerinin analizlerinin giivenilir yontemlerle yapilmasi, giderek
zorunlu hale gelmektedir. Tezin konusu, halen yeterli bilgi birikimi olmayan
alkil fenotiazin grubu bilesikler ile ilgilidir. Konu, kimya alaninda ¢alisan
arastirmacilar oldugu kadar tip ve eczacilik alanlarina yonelik ¢alismalar yapan
arastirmacilarin da ilgisini ¢ekecektir. Yapilan literatiir arastirmasi sonucu
promazin, klorpromazin, triflupromazin ve prometazinin protonasyon
sabitlerinin tayinini kapsayan yeterli ¢alisma bulunamamistir. Bu bilesiklerin
protonasyon sabitlerinin tayininde tercih edilen yontem, sivi kromatografidir ve
bu bilesiklerin sivi kromatografik yontemle tayininde su-organik ¢oziicii ikili
karisimlarindaki iyonlasma sabitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez
calismasinin fenotiazinlerin yap1 o6zelliklerinden biri olan protonasyon
sabitlerinin tayinine yonelik kapsamli bir calisma oldugu kanisindayiz. Onerilen
bu tez projesindealkilamino yan zincirli fenotiazin tlirevlerinin protonasyon
sabitleri, ters faz sivi kromatografik yontem spektroskopik ve potansiyometrik
yontemler kullanilarak tayin edilmistir. Su-organik ¢oziici ikili karisiminda
IUPAC tarafindan onerilen pH standardizasyonuna uyulmustur. Bunun i¢in bu
calisma ile elde edilen veriler 6nemlidir. Tez ¢calismasi kapsaminda {li¢ yontemle
elde edilen veriler birbirini desteklemistir ve verilerin giivenilirligini

arttirmistir.
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