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Steroid olmayan (nonsteroid) antienflamatuvar ilaglar (NSAEI’ler) aspirin ailesindeki ilaglar1 da
kapsayan ¢ok genis bir ilag grubudur. Cesitli artrit tiirlerinde inflamasyonu azaltmak ve agri, sislik ve
katilig1 kontrol altina almak igin regete edilirler. Narkotik olmayan analjeziklere gore bu grup ilaglarin
farmakolojik etki profiline uygun diisen bir adla steroid olmayan (nonsteroid) antienflamatuvar ilaglar
(NSAEI’ler) veya kisaca antienflamatuvar analjezikler denilmektedir. Nonsteroid antienflamatuar
ilaglarin 6zellikle de oksikamlarin iyonlagma sabitlerinin birka¢ uygun yontem ile tam olarak tayini, etki
mekanizmalarinin anlagilmasinda ve biyoyararlanabilirlikleri agisindan olduk¢a 6nemlidir. Farmakolojik
acidan bu kadar dnemli olan bu ilag grubunun, iyonlasma sabitlerinin dogru ve hassas bir sekilde tayin
edilmesi de biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Bu tez kapsaminda oncelikle NSAED’lerin organik ¢éziicii-su ortamlarinda florimetrik
parametreleri (uyarma ve emisyon dalga boyu, floresans siddeti) belirlenmistir. Florimetrik
parametrelerin belirlenmesi icin, Oncelikle saf asetonitril, metanol, DMF, THF ve su icerisinde, daha
sonra %10 - %50 organik ¢6ziicii su karisimlarinda ilag etken maddelerinin uygun derisimlerdeki
cozeltileri hazirlanarak, uyarma dalga boylar1 10’ ar nm araliklarla degistirilip emisyon spektrumlari
almmig ve her bir ilag etken maddesinin, her bir organik ¢oziicli-su ortaminda maksimum floresans
siddetine sahip olduklari uyarma ve emisyon dalga boylari belirlenmistir. NSAEI’ler molekiil yapilarinda
fenolik (-OH) ve amin (-NH) gruplar1 gibi, asidik ve bazik fonksiyonlu gruplara sahip olduklarindan,
optimum kosullarda %10-40 asetonitril-su ortamlarinda, bu ilag etken maddelerinin iyonlagsma sabitleri
spektroflorimetrik ve spektrofotometrik yontemlerle hem pH-floresans siddeti grafiklerinden hem de pKa
degerlerini deney kosullarinda hesaplayan bir bilgisayar programi olan STAR programiyla iyonlasma
sabitleri tayin edilmistir. Deneysel yontemlerle elde edilen pKa degerleri, SPARC programindan (online
teorik pKa hesaplama programi) hesaplanan teorik pKa degerleriyle karsilastirilmistir. Ancak tenoksikam
disinda digerleri (meloksikam ve piroksikam) icin, spektroflorimetrik yontem kullanilarak iyonlagma
sabitleri tam olarak belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Steroid olmayan antienflamatuar ilaglar, oksikamlar, meloksikam,
piroksikam, tenoksikam, pKa, Spektroflorimetri, Spektrofotometri
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Non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAI) is a wide group of medications which contain
drugs of the aspirin family. They are prescribed for the various forms of arthritis to reduce the
inflammation and control the pain, edema and rigidity. They are termed as non-steroidal antiinflammatory
or shortly antiinflammatory analgesics due to their pharmacological profile compared to non-narcotic
analgesics. It is important to determine the exact ionization constants of non-steroidal antiinflammory
drugs especially the oxicams using several suitable methods is essential for understanding the mechanism
of action and bioavailability. Also the exact and precise determination of the ionization constants of these
pharmacologically important drugs is of upmost importance.

For this reason in this study, the fluorimetric parameters of NSAEIs in organic solvent-water
media are determined. In order to specify the fluorimetric parameters (excitation and emission
wavelength, fluorescence intensity), the efficient drug components were prepared at suitable
concentrations primarily in acetonitrile, methanol, DMF, THF and in pure water, and then in 10-50 %
organic solvent-water mixtures. The emission spectra were obtained by changing the excitation
wavelength at 10 nm intervals and the excitation and emission wavelengths were determined for every
efficient drug molecule, in every organic solvent-water medium in which they had the maximum
fluorescence intensity. Since NSAEIs contain acidic and basic functional groups such as phenolic (-OH)
and amine (-NH) groups, under optimum conditions, 10-40 % acetonitrile-water medium, the effective
drug materials’ ionization constants were determined by spectrofluorimetric and spectrofluorimetric
methods both from the pH-fluorecence intensity graphics and from the STAR programme which
calculates the pKa values during experimental conditions. The pKa values obtained experimentally were
compared to theoretic pKa values obtained from SPARC programme (online theoretic pKa calculation
programme). However except tenoxicam, the ionization constants using spectrofluorimetric method could
not be exactly determined for the other drugs (meloxicam and piroxicam).

Key Words: Nonsteroidal anti-inflammatuary drugs, oxicams, meloxicam, piroxicam,
tenoxicam, pKa, Spectrofluorimetry, Spectrofotometry.
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1.GIRIS

NSAEI’ler analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etkili ilaglardir. Agr1, ates
ve inflamasyonu azaltirlar. NSAEI’lerin popiiler olmasinda opoidlere gore cok az
bagimlilik potansiyeli tasimasi ve sedasyon veya solunum depresyonu yapmamasi
biiyiik rol oynamaktadir. NSAED’ler siklooksijenaz enzimlerini (COX-1 ve COX-2)
non-selektif olarak inhibe ederek etkirler. Siklooksijenaz, arasidonik asitten tromboksan
ve prostaglandin yapiminda katalizor gorevi goriir. Prostaglandinler inflamasyon
olusum stirecinde diger gorevli maddelerle birlikte iletim molekiilii olarak rol oynar
(Gengbay, 2004; Burke, 2006; Page, 2006; Sweetman, 2007). Periferik nosiseptorlerin
aktivasyonunu ve hassasiyetini azaltirlar, inflamatuvar yaniti azaltirlar, bagimlilik
yapmazlar, opioidlerle sinerjizm gosterirler, opiod koruyucu etkiye sahiptirler,
multimodal (¢ok bicimi ve yolu olan) analjezinin bir parcast olabilirler, koruyucu
(6nleyici) analjezide kullanilabilirler, respiratuar depresyona yol agmazlar, bulant1 ve
kusmaya az neden olurlar, uzun etkilidirler, bazi agrilarda opioidlere iistiindiirler,
pupiller degisiklige neden olmazlar, algilama (kognitif) fonksiyonlarinda bozulma ve
sedasyona neden olmazlar, suistimal oranlar1 disiiktir, barsak ve mesane
fonksiyonlarin1 etkilemezler. NSAEI’ler genellikle agr1 ve inflamasyonun oldugu
yerdeki akut ve kronik durumun tedavisinde endikedir. Kolorektal kanserin énlenmesi
ve kanser ile kardiyovaskiiler hastalik gibi diger durumlarin tedavisindeki 6nleme
potansiyelleri ile ilgili ¢alismalar siirmektedir. NSAEI’ler genellikle su durumlarda
semptomatik rahatlama i¢in endikedirler: Romatoid artrit (Juvenil romatoid artrit dahil),
osteoartrit (dejeneratif eklem hastaligi), enflamatuvar artropatiler (ankilozan spondilit,
psoriyatik artrit, Reiter sendromu), akut gut, dismenore, metastatik kemik agrisi,
iltihaplanma ve doku zedelenmesi yiiziinden hafif dereceden orta dereceye kadar olan

agrilar, bobrek sancis1 (bobrek koligi), basagrist ve migren, ameliyat sonrasi agri, ates.

Farmakolojik a¢idan bu kadar onemli olan bu ila¢ grubunun, iyonlasma
sabitlerinin dogru ve hassas bir sekilde tayin edilmesi de biiylik bir onem arz

etmektedir.

Anti-enflamatuar ilaglar olan oksikamlarin iyonlagsma sabitlerinin birkag uygun
yontem ile tam olarak tayini, etki mekanizmalariin anlasilmasinda ve
biyoyararlanabilirlikleri agisindan oldukca 6nemlidir. Bu nedenle bu bilesiklerin ¢esitli

¢Oziicii ortamlarinda floresans 6zelliklerinin incelenmesi ve daha sonra ayni ortamlarda



florimetrik ve spektrofotometrik yontemlerle iyonlagma sabitlerinin yiiksek dogrulukla
tayiniyle literatliire katkida bulunulacagi ve ilaclarin etki mekanizmalar1 ile ilgili
calismalara da 1s1k tutacagi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda, literatiirde uygulamasina
pek rastlanmayan spektroflorimetrik yontemin, son yillarda gelistirilen kromatografik
pKa tayin yontemi gibi, geleneksel pKa tayin yontemlerine (potansiyometrik ve

spektrofotometrik) bir yenilik getirecegine de inanilmaktadir.

Bu nedenle bu ¢aligmada oncelikle, bu bilesiklerin ¢esitli ¢oziicii ortamlarinda
floresans oOzellikleri incelenmis, daha sonra ayni1 ortamlarda florimetrik ve
spektrofotometrik  yontemlerle iyonlagsma sabitleri tayin edilmistir. Deneysel
yontemlerle elde edilen veriler teorik verilerle, SPARC (online teorik pKa hesaplama

programi) sonuglartyla ve literatiir verileriyle karsilastirilmistir.



2. TEORIK KISIM
2.1. Nonsteroid (steroid olmayan) antienflamatuvar ilaglar (NSAEI’ler)

Nonsteroid (steroid olmayan) antienflamatuvar ilaglar (NSAEIQ’ler) aspirin
ailesindeki ilaglar1 da kapsayan ¢ok genis bir ila¢ grubudur. Cesitli artrit tiirlerinde
inflamasyonu azaltmak ve agri, sislik ve katiligi kontrol altina almak igin regete
edilirler. Narkotik olmayan analjeziklere gdére bu grup ilaclarin farmakolojik etki
profiline uygun diisen bir adla non-steroidal (steroid olmayan) antienflamatuvar ilaglar
(NSAET’ler) veya kisaca antienflamatuvar analjezikler denilmektedir. Cogu NSAEI’ler
zayif asidiktirler ve pKa’lar1 3-5 araligindadir. Mide ve bagirsak mukozasindan iyi
emilirler. Plazma proteinlerine ¢ok yiiksek oranda baglanirlar (>95%). Genellikle
albumine baglanarak tasinirlar bdylece dagilim hacimleri yaklasik olarak plazma
hacmine ¢ok yakin degerdedir. Cofu NSAEIl’ler karacigerde oksidasyon ve
konjugasyon ile inaktif metabolitlerine metabolize olurlar ve tipik olarak idrarla atilirlar.
Bazi NSAEI’ler (oksikamlar) ¢ok uzun yari dmre sahiptirler (6rnegin 20-60 saat).
Oksikamlar kimyasal yapisindan dolayr NSAEI sinifindandir. Oksikam tiirevleri;

piroksikam, lornoksikam, meloksikam, tenoksikamdir.
2.1.1. Oksikam tiirevleri
2.1.1.1. Piroksikamin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Kapal1 formiilii C1sH13N3O4S olup molekiil agirligi 331.35 g/mol’diir. Piroksikam
beyaz-agik sar1 renkli, kokusuz ve 1siga duyarli kristal yapida bir tozdur. Suda
¢cOziinlirligli ¢cok zayiftir, etanol ve alkali sulu cozeltilerinde hafif ¢oziiniir. Erime
sicakligi 198-200°C’dir. pKa’ s1 6.3diir (The Merck Index, 1989, s: 1346; Zahedi ve Li,
2007). Herzfeldt ve Kiimmel (1983) adli arastirmacilar, piroksikamin pKa degerini 5.3
olarak rapor etmislerdir. 1.8 ve 5.1 olmak {lizere iki pKa degerinin ifade edildigi
kaynaklar da mevcuttur (Trissel, 1996, s:206; PDR 2004, s: 2594; Karatas ve ark., 2005;
Branchu, 2007). Piroksikam polimorfizm gosterir (European Pharmacopoeia 6, 2008;
British Pharmacopoeia 1999). Piroksikamin 3 kristal formu vardir. f (I) polimorfu, en
yiikksek erime noktasinda goriiliir, mekanik ve termal stres altinda stabildir. o (II)
polimorfu metastabildir. 111 polimorfu ise stabil degildir, hizla diger polimorflara
dontstir (Validazeh ve ark, 2007)



2.1.1.2. Piroksikamin Kimyasal Yapisi ve SPARC Program Ile Hesaplanan

Maksimum pKa Degerleri

4-hidroksi-2-metil-N-2-pridinil-2H-1,2-benzotiazin-3-karboksamid 1,1-dioksit;
3,4-dihidro-2-metil-4-okso-N-2-piridil-2H-1,2-benzotiazin-3-karboksamid 1,1-dioksit
(The Merck Index, 1989, s: 1346).
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Sekil 1: 2.1. Piroksikamin a¢ik formiilii.

1. Iyonlasma reaksiyonlari:

Maks Fraksiyon = 1.00

Maks Fraksiyon = 0.08

Makro pKa=2.20



2. Iyonlasma reaksiyonlart:

—
Maks Fraksiyon = 0.98
Maks Fraksiyon = 0.08
Makro pKa = 7.72
3. Iyonlasma reaksiyonlari:
—
Maks Fraksiyon = 0.98 Maks Fraksiyon = 0.98

Makro pKa = 12.25



2.1.1.3. Piroksikam icin miktar tayini ve tanima yontemleri

Yiiksek basingli sivi kromatografisi: Piroksikamin tayini plazmada 500 ng/ml

hassasiyet ile saglanmaktadir (Clarke’s Isolation and identification of drugs, 1986,
s:911).

Etken maddenin safligi ve tanminmasi i¢in IR (Infra-red) spektofotometrisi, kiitle
spektofotometrisi, ince tabaka kromatografisi (TLC), yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), renk testleri (Koppanyi-Zwikker test ve Liebermann test)
yontemleri kullanilabilmektedir (Clarke’s Isolation and identification of drugs, 1986, s:

911).
2.1.1.4. Tenoksikamn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kapali formiilii C13H1:N304S; olup, molekiil agirligi 337.4 g/mol’diir. Ince sar1
renkli toz halinde, kendine has 6zel kokulu, hafif aci1 lezzetlidir. Erime noktas1 209-
213°C’ dir ve bu sicaklikta bozunmaktadir. Hidrofilik asit karakterde olup sudaki
dissosiyasyon sabitleri; UV spektrofotometrik yontem ile pKa1=1.07, pKa>=5.34 olarak
verilmektedir. 1:1 oraninda su-etanol karisiminda ise potansiyometrik yontemler 6l¢iilen
dissosiyasyon sabitinin  pKa2=4.95+£0.02 oldugu, titrasyon siirecinde ¢Okme
goriildiigiinden pKa: i¢in herhangibir Ol¢lim yapilamadigi da bildirilmektedir.
Tenoksikamin ¢oziiniirliigii incelendiginde; suda, metanolde, etanolde, asidik
cozeltilerde ve etil asetatta ¢ok az ¢Oziiniirliige sahip oldugu, buna karsilik N,N-
dimetilformamid, dimetilsiilfoksid ve kuvvetli bazlarda daha kolay c¢6ziinebildigi
gozlenmistir. Coziiniirligiin pH 5.3 de 13 mg /100 mL su, pH 7.5 de ise 279 mg/100 mL
oldugu bildirilmektedir. Diger non-steroidal antienflamatuvar ilaglara gére daha zayif

lipofilik 6zelliklere sahiptir.



2.1.1.5. Tenoksikamin Kimyasal Yapisi ve SPARC Programu ile Hesaplanan

Maksimum pKa Degerleri
4-hidroksi-2-metil-N-2-piridil-2 H-tieno(2,3-e)-1,2-tiazin-3-karboksamid-1,1 dioksit
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Sekil 2: 2.2. Tenoksikamin kimyasal formiilii.

1. Iyonlasma reaksiyonlar:

Maks Fraksiyon = 0.99 &L\
o -

Maks Fraksiyon = 0.07

Makro pKa = 1.92



2. Iyonlasma reaksiyonlari:

Maks Fraksiyon = 0.92 <j\)§ﬁ/k
e—tr L
J© e
&L\ Maks Fraksiyon = 0.99
SR

o %
Maks Fraksiyon = 0.07

Makro pKa = 6.62

3. Iyonlasma reaksiyonlari:

Maks Fraksiyon = 0.99 Maks Fraksiyon = 0.99

Makro pKa =12.01

2.1.1.6. Meloksikam

Meloksikam ameliyat sonrast agri, romatoid artrit ve osteoartrit semptomlarini
azaltmak i¢in kullanilan bir non steroidal antienflamatuar ilag¢ etken maddesidir.
Piroksikamla ¢ok benzesmektedir. Bir selektif COX-2 inhibitorii olan non-streoid

antienflamatuvar bir ilagtir. COX-2 spesifik triinler gibi miyokardiyal prostasiklini


http://tr.wikipedia.org/wiki/Romatoid_artrit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Osteoartrit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Non_steroidal_antienflamatuar_ila%C3%A7
http://tr.wikipedia.org/wiki/Piroksikam

inhibe etmedigi icin hipertansiyona ve 0deme neden olmaz. Kardiyovaskiiler risk
acisindan oldukga giivenli bir alternatiftir. Meloksikam’in, bazi klasik NSAE ilaglar
tarafindan indiiklenen trombosit agregasyonu inhibisyonu sonucu olusan kanama

zamaninin uzamasi lizerine etkisi yoktur.

2.1.1.7. Meloksikamin Kimyasal Yapis1 ve SPARC Programu ile Hesaplanan

Maksimum pKa Degerleri

Sekil 3: 2.3. Meloksikamin kimyasal formiilii

1. Iyonlasma reaksiyonlart:

Maks Fraksiyon = 0.99

Maks Fraksiyon = 0.98

Makro pKa =1.91



2. Iyonlasma reaksiyonlari:

Maks Fraksiyon = 0.98

Makro pKa = 8.42

—

Maks Fraksiyon = 0.81

10
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3. Iyonlasma reaksiyonlari:

Maks Fraksiyon = 1.00

Maks Fraksiyon = 0.81

Makro pKa = 10.97

2.2. Iyonlagsma Sabiti Tayin Yontemleri

Iyonlagma sabiti, bir molekiiliin iyonlasma davranigini belirlememizi saglayan
temel parametredir. Iyonlasma sabitlerinin sudaki tayinleri, bilesigin sudaki
¢Oziinlirliigliniin az olmasi durumunda su-organik ¢oziicii ikili karisimlarinin
kullanilmasmi zorunlu kilar. Giinlimiizde su-organik ¢6ziicii karisimlary, sivi
kromatografik ve kapiler elektroforetik ayirmalarda kullanilmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Ayrica bu ortamlarda suyun kendi hidrojen bagli sistemini olusturabildigi

kosulda pH aynen sudaki gibi belirlenebilmektedir. Bu nedenle suda ¢oziinmesi yeterli
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olmayan ve su ortaminda iyonlagma sabitleri tayin edilemeyen bilesiklerin bu

sabitlerinin tayinlerinde siklikla su-organik ¢oziicii ikili karigimlart kullanilirlar.
Iyonlagma sabitlerinin tayininde;

Potansiyometrik yontemler,
Spektroskopik yontemler,

S1v1 kromatografik yontemler,

SRR NN

Elektroforetik yontemler kullanilmaktadir.

2.2.1. Potansiyometrik yontemle pKa tayini

Potansiyometrik ydntemler, Iyonlasma sabitlerinin tayininde bilinen ilk
yontemdir. Potansiyometrik titrasyon diizenegi, sicaklik kontrollii ve inert atmosfer
uygulanabilir sekilde hazirlanir. Cok eski yillardan bu yana siklikla kullanilan ve
calisilan ortamda bir c¢alisma ile karsilastirma elektrodu arasindaki gerilim farkinin

Olgililmesi esasina dayanan yontemlerdir.
Bu yontemler,

a) Kullanilan cihazin basit olmasi ve her laboratuvarda bulunmasi, titrasyon i¢in
basit bir diizenegi gerektirmesi ve sonuclarin yorumlanabilmesindeki kolaylik nedeniyle
tercih edilirler. Ancak kullanilan elektrodun kararli ve calisilan ortama uygun olmasi
gereklidir. Son zamanlarda elektrot teknolojisindeki gelismeler tekrarlanabilirlik ve
uyarligr yeterli hale getirmistir. Ancak elektrot standardizasyonun yapilmamasi
durumunda elde edilen iyonlagma sabitleri, bagil degerlerdir. Genellikle yapidaki biitiin

fonksiyonel gruplarin pKa tayinlerine olanak saglar.
b) Bu teknikle yeterli dogruluk ve kesinlikte tayin miimkiindiir.
c¢) Calisilan bilesiklerin mutlaka saf olmalar1 gereklidir

d) Genellikle 10° M derisimde c¢alisilir. Bunu saglayamayan c¢oziiniirliik

problemlerinde teknikten yararlanilamaz.

e) Titrantin ayarli olmas1 ve karbonat hatasi getirmeyecek sekilde hazirlanmasi

gereklidir.
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f) Elektrot sistemi ¢alisilan ortama uygun sekilde kalibre edilmelidir.

Bu yontemde kullanilan elektrodun kararli ve calisilan ortama uygun olmast
gereklidir. Su-organik ¢oziicii karisimlarinda [UPAC'n 6nerdigi titrant KOH'dir. Ayarli
olmast gerekir, Son zamanlarda su-organik ¢oziici karisimlarinda elektrot
standardizasyonlar1 yapilabilmektedir ve elde edilen iyonlagma sabitleri termodinamik

degerlerdir. Sigmoidaller dncelikle mL-pH iliskisi kullanilarak hazirlanmaktadir.

Ayrica tiim titrasyon kosullarini, iyonik siddet de dahil olmak iizere dikkate alan
ve sistematik yaklastirmay1 temel alan non-lineer regresyon programlart bu amagla
kullanilmaktadir. Su-organik ¢oziicli karigimlarinin 6zelliklerinin bilinmesi, elde edilen

iyonlagma sabitlerinin yorumlanmasini saglamaktadir. 3-5 mM derisim yeterlidir.

Suda ¢Oziinmeyen ve bu nedenle su ortaminda iyonlagma sabitleri tayin
edilemeyen ilaclarin iyonlagma sabitleri potansiyometrik yontemle su organik ¢oziicii
karigiminda tayin edilir. Bu ¢alismalarda iyonik siddet fizyolojik iyonik siddet olan 0,15
M degerine ayarlanir. Yasuda —Shedlovski ektrapolasyonu uygulanarak sudaki deger
belirlenir (Takacs-Novak vd., 1997; Avdeef vd., 1999).

2.2.2. Spektrofotometrik yontemle pKa tayini

Bilindigi gibi iyonlagma sabitlerinin tayininde ilk yontem potansiyometridir. Bu
yontem 3 mM derisimi gerektirir. Bu derisimin saglanamadigi durumlarda
potansiyometrik yontemden yararlanmak miimkiin degildir. Bu durumda siklikla
spektrofotometrik yontemden yararlamlir. 1075-10° M derisim pH etkisinde
absorbanstaki farklilig1 belirleyebilmemizi saglar.

Spektroskopik yontemlerde, molekiiler ve iyonik hallerin farkli absorbsiyon
ozelliklerinden yararlanilir. Su-organik ¢6ziicli karigimlarinda spektroskopik yontemle
iyonlagsma sabiti tayininde Onceleri tamponlar kullanilarak elektrot kalibre edilmekte
takiben farkli pH degerlerinde molekiiler ve iyonik formlarin absorbans degerleri
kaydedilmekteydi.  Giinlimiizde elektrot standardizasyonu yapilarak isleme

baslanmaktadir. Bu tip bir ¢alisma akis hiicreli bir spektrofotometre gerektirir.

Molekiiler absorpsiyonun uygulama alanlarindan birisi, denge sabitlerinin
tayinidir. Bir zayif asitte iyonlasan ve iyonlagsmayan tiirlerin kendilerine 6zel dalga

boylarinda absorbsiyon yaptigini biliyoruz. Her 2 tiirlin de her bir dalga boyundaki
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absorbansa katki verdikleri bilinmektedir. Iyonlasma sabitleri spektrometrik &lgiimler
ile de tayin edilebilir. Bunun i¢in belli bir dalga boyu araliginda kaydedilen absorbans

verilerinden yararlanilir.

Bu durumda :
A= gnad [HA] + €a. L[A]
bagmtisi gecerlidir. Kiitle denkligini ifade edelim.
C = [HA] +[A]

[k ifadede HA yerine kiitle denkliginden gelen degerini koyalim.

A= gual. (C-[A])+ €Al [A]= €nal C- eunl [A]+ €al [A]

A= AHA +1[A](Ea- EhHa)

A - AHA
7 [T —

L (En- €Ha)

Benzer sekilde hareketle HA igin bagint1 tiiretilir.

AA- A
LY EE—

L ((Ea- €Hn)

Bu bagmtilar Ka ifadesinde yerine konularak asitlik sabiti ile ortamin hidronyum

derisimi ve absorbanslar arasindaki farktan iyonlagsma sabitine gegilir.

O [ o)y [Jp——
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Spektrofotometrik titrasyonlarda en basit yaklasim 3 ¢ozelti ile gergeklestirilir.

Oncelikle bilesigin ¢ozeltisi asidik yapilarak A~ olusmasi 6nlenir. Olgiilen

absorbans iyonlasmamus tiirle ilgilidir (AHA).

Ikinci ¢ozeltide pH iyice bazik bolgeye getirilir. Bu kosulda dl¢iilen absorbans
iyonlasmis tiirle ilgilidir (AA).

Uciincii ¢ozeltide pH ara degerde tutulur. Buradaki absorbansa hem iyonlasmis
hem de iyonlagmamus tiirlerin katkis1 vardir (A).Yukaridaki bagintida ara pH degerine

ait hidronyum derisimi i¢in degerler yerine konarak sabit hesaplanir.

Ikinci yaklasimda bir seri ¢ozelti hazirlanir ve farkli pH larda absorbanslari

Olciilerek asagidaki bagintiya ait veriler olusturulur.

log (A-AHA) / (AA-A) y ekseninde ve pH, x ekseninde kullanilarak hazirlanan

dogrusal grafigin x eksenini kestigi deger, -pKa dir.

Giintimiizde ise bu teorik yaklasim bilgisayar programlari ile desteklenerek
kullanilmaktadir. Asitlerin pKa degerleri su ortamina organik ¢oziicli ilavesinde artar.
pKa degerlerinin biiytimesi bir diger deyimle asitlerin daha zayif davranmasi su-organik
¢oOziicii karisimlarinda dielektrik sabitindeki azalmanin bir sonucudur. Bazlarda ise
protonasyon sabitlerinin organik ¢oziicii derisiminden fazla etkilenmedigi bilinmektedir.
Elde edilen sonuglarin giivenilirligi i¢in 50-150 pH degerinde spektrum taramasi yapilir.
Sonuglarin degerlendirilmesi, bu amac¢ icin hazirlanmis bilgisayar programi ile

gergeklestirilir. Potansiyometriden daha diisiik derisimde analit yeterlidir.

Coziiciiniin absorbansinin analitin absorbansini etkilememesi i¢in uygun bir
kosul hazirlanir. Spektrum taramasinin bazik bolgeyi de kapsayacak genislikte alinmasi

durumunda ikinci ve {iglincili iyonlagma sabitlerinin tayinlerine de imkan tanir.
2.2.3. Florimetrik pKa tayini

Maddenin floresans 6zelligi tizerine kurulmus olan tayin metoduna florimetri

veya floresans spektroskopisi denir. Floresans 0zelligi; maddenin gaz, sivi ve kati
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hallerinde goriilebilir. En basit floresans, seyreltik atom buharlar1 tarafindan meydana
getirilir. Atom veya molekiiliin elektronlari, orbitallere spinleri ters olarak yerlesmis ise
bu hale singlet hal, orbitallerin birinde tek bir elektron varsa duplet hal, iki ayri

orbitalde spinleri birbirine paralel birer elektron varsa triplet hal ortaya ¢ikar.

Bir molekiil, absorpsiyonda 0-0 gegislerinden hemen sonra daha az enerjiyle biraz
dinlenir. Buna karsilik en asagi enerjiyle uyarilmis hale gecer. 0-0 gegisiyle floresans

emisyonundan sonra, hemen ayni relaksasyon olusur.

Bu relaksasyonlarin sonucunda temel durumda kararli konfiglirasyon ve ilk uyarilan
durum arasinda enerji farkliliklar olusur. Ik uyarilma halinde enerji absorpsiyon igin

hv’den daha az, fakat emisyon i¢in hv’den daha fazladir.

[k uyarilmis singlet halinde enerji igin en iyi dl¢iim elde edildi ve bu da iki degerle

ifade edildi.
Es:1/2 (hVabs+hVem)

Absorpsiyon ve emisyon bantlar1 hi¢ titresimsel bir yap1 gdstermediklerinde, 0-0
gecislerinin konumunu bulmak miimkiin degildir. Es i¢in en iyi 6l¢iim, yukaridaki
esitligin hvaps Ve hvem maksimum spektrumlarindan elde edildi. Es’ nin kullanilan bu
degerlerini gosteren sekildeki enerji diyagramindan temel hal ile uyarilmis hal arasi

enerji gegislerini bulabiliriz.

GO M
®RH)"  ah*¥ ]
+
E2
E,
ATH R+ HY
P
RH

Sekil 4: 2.4. Asidik ve bazik hallerin enerji seviyeleri

Ornegin PB-naftol gibi bilesiklerde uyarilmis halindeki molar entalpi degeri
(AH*), temel haldeki molar entalpi (AH) degerinden daha azdir. Bu durumda; Ei-E>=
AH- AH* elde edilir. Bu uygulamalar AH ve AH* ° in kesin degerlerinin pozitif, notir

ve negatif oldugu durumlarda uygulanir.
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Temel ve uyarilmis halde bir reaksiyon entropisinin varligini varsayarsak, (elde edilen

gercek degerleri dogrulayan bir varsayim);

AG=AH -T AS=-RTInK

E1-E2 Nh(Av)
2.3RT 2.3RT
burada; Planck sabitini yerine koyar, mikrona cevirirsek;

log(K*/K) =

6,25 x 10°
pK* =pK - —— (Av)
T
pK* = pK - 21,4 (AV) elde edilir.
e ’JK* PH \;ALUE' - &
[A] /
| P
£
g
bz,
(9%t - “\ 1
=z, .
é - IK"‘ ; : tK I. 12

»sH VALUE

Sekil 5: 2.5. Asidik ve bazik formda floresans siddetinin egrileri

Sekil 6: 2.5’te verilen egrilerin sekli;

e pK ve pK* degerlerine,

e Asitik (e1) ve bazik (g2) formun kisa dalga boyu ekzitasyonundaki soniim

katsayilari ile bazik formun uzun dalga boyu ekzitasyonundaki soniim katsayisina (g2"),

e Uyarillan tiirlin omriyle karsilastirilarak elde edilen uyarilmis haldeki

dengenin elde edilme oranina,

e Asidik ve bazik formun floresans verimlerine ®o ve @o' baghdir.
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Floresans etkileri ve omiirleri giiclii asitlerde ya da giiclii alkali ¢ozeltilerde 151n

yayilmasiyla gézlemlenir. Bu yiizden asagidaki gibi bir esitlik elde edilir.

q)ozkf/(kf+kg+ kn)=kf'[
Uyarilmis haldeki seyreltilmis ¢ozeltilerde de disosiyasyon ya da asosiyasyon

yoklugunda floresans siddeti gozlemlenir.
F:(D 108 (Do C

Burada; o: enstriimental sabit, c: konsantrasyon, Io; uyaran 1smn siddeti,

®,:floresans verimidir.
2.2.4. Sivi Kromatografik Yontemler

Yontem, 6zellikle sivi kromatografik ayirmada yararlanilan organik ¢oziicii — su
karisimlarina uygulanabilmektedir. Calisilan bilesiklerin alikonma davraniglari ile mobil
faz pH’ s1 arasindaki iligkilerden yararlanilarak iyonlagma sabitleri tayin edilir. Kapasite
faktoriinin pH 1ile degisimi, sigmoidal davranig gosterir. Bu sigmoidalin orta
noktasindaki pH degeri, o bilesigin ¢alisilan ortamdaki iyonlasma sabitini verir (Poole,
1997; Poole, 2004; Hardcastle ve Jano, 1998). Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin pKa
sabitlerinin tayininde ortamin iyonik siddetini de dikkate alarak hesaplama yapabilen

non-lineer regresyon programlar da gelistirilmistir.

Bu yontem ile ¢alismanin bazi avantajlari vardir;

Bilesigin saf olmas1 gerekmez.

e ppm ve ppb diizeyinde analit ile ¢aligma imkani saglar.

Calisilan ortam su-organik ¢oziicti ikili karigimidir.

Bu ortamlardaki pH standardizasyonunun bilinmesi gereklidir.

2.2.5. Elektroforetik Yontemler

Bu yontem oOzellikle biiyiilk molekiil kiitleli bilesiklerin ayrilmasinda
uygulanabilmektedir. Kapiler elektrofez (CE) yonteminde ¢ok diisiik 6rnek hacimleri ve
derisimleri ile calisabilme olanag vardir. Asidik veya bazik tiirlerin iyonlasma
sabitlerinin tayininde farkli pH’lardaki mobiliteler kullanilir. Sivi kromatografi

yonteminden farkli olarak suda pKa tayini yapabilmemiz miimkiindiir. Ayrica CE ile
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elde edilen pKa degerlerinin CE-DAD (DAD Diode Array Dedektor) ile karsilastirma
olanagi saglar (Geiser vd., 2005; Poole vd., 2004).

Bu yontem ile ¢caligmanin bazi avantajlar1 vardir;
e Genis bir pH araliginda ¢alisilabilir (pH 2-11).
e Yeterli dogruluk ve kesinlikte sonuglar elde edilir.
e Bilesiklerin saf olmas1 gerekmez.
e Sudaki ¢oziiniirliikleri diisiik olan bilesiklerin tayini i¢in uygundur.
e uM diizeyinde analit ile ¢aligma imkani saglar.

e Uygun kalibrasyon yontemleri ile su-organik ¢oziicii karisimlarinda ¢aligma

imkani getirir.
2.3. Spektroflorimetri
2.3.1. Molekiiler liiminesans spektroskopisi

Floresans ve fosforesansin her ikisi de, 1s1n enerjisi (genellikle ultraviyole
1s1nlar1) absorplayarak uyarilmis hale gelen bir molekiil, iyon veya atom tarafindan,
absorplanan bu 151n enerjisinin (genellikle goriiniir 151n; fakat bazen de ultraviyole veya
infrared 151n1) 151k yayilmasi seklinde geri verilmesi anlamina gelen fotoliiminesans’in

(basitce lliminesans olarak ifade edilir) ¢esitleridir.

Liminesans

Temel hal: Bir atom veya molekiiliin en diisiik enerjili halidir. Isinin belli dalga
boylar1t madde tarafindan absorblanirsa (sogurulur, emilir) absorbsiyon denir.

Bu enerji maddeyi (yani onu olusturan atom veya molekiilleri) uyarilmig (eksite)
hale gecirir. Bir kimyasal tiiriin 1s1, elektrik veya 1sin enerjisi ile temel halden {ist enerji

seviyesine gegmesidir.
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X + hV ﬁ X*

Tanecik eski haline donerken bu enerji geri verilir.

X* —) X+ 1S1

Uyarilmis madde temel hale donerken 151in yaymasina emisyon,

X*  — X+ hv

E &

.

AE, AE, AE

Sekil 7: 2.6. Bir atomun uyarilms halleri

Floresans veya fosforesansin enerjisi (hv), uyarma icin kullanilan ultraviyole

isininkinden genellikle ¢ok daha dusiiktiir. Dalga boyu enerjiyle ters orantili

oldugundan, floresans veya fosforesans, ultraviyolede (>300nm), goriiniir bolgede (380-

750 nm) veya yakin infraredde bile (<750nm) daha uzun dalga boylarinda yer alir.

Atom veya molekiil temel enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin tlimiinii veya

bir kismini 151k seklinde atabilir ve boylece sistemden bir 151k yayilmasi (1s1k emisyonu)

gozlenir. Bu 1s1k yayilmasi olayina genel olarak liiminesans denir.

X/
°

Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen

liiminesans olayina kemiliiminesans ad1 verilir.

Uyarilma enerjisi elektrot tepkimesinden saglaniyorsa, bunun sonucu godzlenen

liiminesans olayina elektroliiminesans veya elektrokemiliiminesans adi verilir.
Biyolojik sistemlerde gozlenen liiminesansa biyoliiminesans denir.

Uyarilma olay1 atom veya molekiiliin fotonlar1 absorplamasi sonucu gergeklesiyorsa
gozlenen 151k emisyonuna fotoliiminesans denir.Bazi maddeler absorpladigl 1sin

enerjisini kisa siireli olmak tizere, daha uzun dalga boylu 1sinlar halinde yayar. Bu
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olayin ¢ok kisa siireli olmasina floresans, daha uzun siireli olanina fosforesans adi

verilir.

Floresans, absorpsiyon metotlarina gore daha duyarlidir. Aromatik yapilar
floresans 1s1masi1 yaparlar. Anorganik maddelerde floresans 6zelligi tasiyan kompleks
olusturarak tayin edilebilirler. (UV-Goriiniir bolgesi 1511 kullanilir ve degerlik

elektronlart ile ilgilidir)

Molekiiler floresans, molekiiler fosforesans ve kemiliiminesans maddenin bir
birine yakin ii¢ ayr1 fiziksel 6zelligidir. Bu Ozelliklere liiminesans da denir. Anilan
Ozelliklerin her biri ilizerine bir spektroskopi gelistirilmistir. Ancak, bir birlerine ¢ok

yakin olmalar1 nedeniyle bunlar bir boliimde toplanmustir.

Maddenin ¢ozeltisi {izerine 151n enerjisi gonderilerek madde uyarilir. Uyarilan
maddenin aldig1 enerjiyi geri vererek ilk haline donmesi esnasinda davraniglari
incelenir. Bu inceleme sonucunda bu yontemlerin her birinde, analit molekiilleri,
emisyon (floresans, fosforesans ve kemiliiminesans) spektrumlari kalitatif veya

kantitatif bilgiler saglayacak sekilde uyarilir.

Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi
bakimindan benzerdirler. Bunun bir sonucu olarak, bu iki olay, siklikla daha genel bir
terim olan fotoliiminesans ile ifade edilir. Floresans, floresanstan sorumlu elektronik
enerji aktariminin elektronun spininde bir degisiklik olusturmamasi ile fosforesanstan
ayrilir. Bunun bir sonucu olarak, floresans hemen yok olan (<107s) bir liiminesans olup,
kisa Omiirliidiir. Buna karsilik fosforesans emisyonlar ile iligkili elektron spinindeki bir
degisme, bir siire kadar, i1simnlamanin bitmesinden sonra kolayca tespit edilebilir.
Genellikle birka¢ saniye veya daha uzun, 1simanin siirmesine sebep olur. Bir¢ok
durumda, floresans veya fosforesans olarak fotoliiminesans emisyonu, onu uyarmak i¢in

kullanilan 1g1maninkinden daha uzun dalga boyundadir.

Liiminesansin {igiincii tipi olan kemiliiminesans, bir kimyasal reaksiyon sonucu
olusan uyarilmig bir tiirlin emisyon spektrumuna dayanir. Bazi durumlarda, uyarilmis
tiir, analit ve uygun bir reaktif (ozon veya hidrojen peroksit gibi kuvvetli bir yiikseltgen)
arasindaki bir reaksiyonun iriiniidiir. Bu durumda sonug, analitin kendisinden c¢ok,
analitin veya reaktifin yiikseltgenme {irliniinlin karakteristik bir spektrumudur. Diger
durumlarda; analit, kemiliiminesans reaksiyonunda dogrudan yer almaz. Bunun yerine,

analitin, bir kemiliminesans reaksiyonuna olan yavaslatici veya katalitik etkisi analitik
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parametre olarak is goriir. Fotoliiminesans veya kemiliiminesansin siddetinin 6l¢iimii,
eser miktarlardaki dnemli bazi inorganik veya organik tiiriin kantitatif tayinini miimkiin
kilar. Giinliimiizde, florimetrik yontemlerin sayisi, fosforesans ve kemiliiminesans

yontemlerinin uygulamalariin sayisindan 6énemli 6lgiide daha fazladir.
2.3.1.1. Floresans

Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gegis sirasinda

yayilan 1s18a floresans (hv2) denir.

1So+ hvy — 1S*; (uyarilma)

1S*n — 1Sp+ hvy (floresans)

Floresans ve fosforesans olayinda; maddenin bir kromofor grubunda bulunan bir
elektron, molekiil {izerine génderilen kisa dalga boylu 111 10 saniye gibi cok kisa bir
zamanda absorplar ve bir iist (bazen iki veya ii¢ iist) enerji seviyesine ¢ikar. Buradan
cesitli mekanizmalarla temel hale doner. Madde floresans 1sinlart yaydigi zaman,
uyarilan elektronun spini degismez. Elektronun spinini degistirmeden bir iist veya iki
iist seviyelerine ¢ikmasi durumundaki haline uyarilmus singlet hali denir. Uyarilmis
singlet halinde bulunan bir molekiil, temel halinde oldugu gibi hala diamagnetiktir.

Diamagnetik maddelere elektronlar ¢iftlesmis maddeler de denir.

Madde fosforesans 1sinlar1 yaydigi zaman elektronunun spini degisir. Baska bir
deyisle, uyarilmig elektronunun spini degisen molekiil, fosforesans iginlar1 yayar.
Molekiiliin bu haline triplet denir. Triplet haldeki bir molekiilde iki ortaklanmamis
elektron bulunur. Bir molekiil bir elektronunu kaybetmigse, boyle bir molekiile radikal
denir. Radikal molekiiller paramagnetik 6zellik gosterirler. Boyle molekiillere de
dubletler denir. Dublet molekiiler magnetik alan i¢inde iki tiirlii yonle