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Bu calismada, trisiklik antidepresanlara alternatif olarak kullanilan selektif serotonin geri alim
inhibitérleri (SSRi)’nden sitalopram, fluvoksamin ve sertralinin su-asetonitril ikili karisiminda, ters faz
sivi kromatografik (RPLC) yontemle alikonma davranisi incelenmistir. Kromatografik analizler, mobil faz
pH’s1 6,5 ila 10,5 arasinda degisen, %45-%55 (h/h) arasinda asetonitril iceren asetonitril-su ikili
karisimlarinda gergeklestirilmistir. Calisma boyunca, kolon sicakligi ve akis hizi sirasiyla, 30 °C ve 0,8

Anahtar kelimeler
Selektif serotonin geri
alim inhibitoru;
Termodinamik
protonasyon sabiti; mL/dakika’da sabitlenmistir. Bu ¢alismada, mobil faz pH degerlerine karsi bilesiklerin alikonma
degerlerinin lineer solvasyon enerjisi iliskisi (LSER) yaklasimiyla degerlendirilmesiyle teorik alikkonma

Alikonma davranisi;
degerleri hesaplanmistir. Ayrica farkli pH degerlerindeki mobil fazlarin aktivite katsayilari degerleri

Su-asetonitril ikili
hesaba katilarak dogrusal olmayan regresyon programiyla bilesiklerin termodinamik protonasyon

sabitleri (§pK,) belirlenmistir. Hidrofobik 6zellikteki bilesiklerin spK, degerleri kullanilarak iki farkh
yaklasimla su ortamindaki protonasyon sabiti degerleri hesaplanmistir. Calisma sonunda her iki

karigimi

ekstrapolasyon yonteminden elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu gérialmustar.

Determination of Thermodynamic Protonation Constants of Some
Selective Serotonin Reuptake Inhibitors in Water-Acetonitrile Binary

Mixtures

Abstract
In this study, the retention behaviour of citalopram, fluvoxamine, and sertraline, selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) used as alternatives to tricyclic antidepressants, was investigated in a binary
Keywords water-acetonitrile mixture by reverse-phase liquid chromatographic (RPLC) method. Chromatographic
Selective serotonin analyzes were performed in binary acetonitrile-water mixtures with mobile phase pH ranging from 6.5
reuptake Inhibitor; to 10.5 and acetonitrile content between 45% and 55% (v/v). Throughout the study, the column
Thermodynamic temperature and flow rate were fixed at 30 °C and 0.8 mL/min, respectively. In this study, the

protonation constant;  theoretical retention values were calculated by evaluating the retention values of the compounds
Retention behaviour; against the pH values of the mobile phase using the linear solvation energy relationship (LSER)
Binary mixture of approach. In addition, the thermodynamic protonation constants (3pK,) of the compounds were
water-acetonitrile determined with a nonlinear regression program, considering the activity coefficients of the mobile
phases at different pH values. Using the §pK, values of the hydrophobic compounds, the values of the
protonation constants in the water medium were calculated using two different approaches. At the end
of the study, it was found that the results obtained by both extrapolation methods were compatible

with each other.
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1. Giris

Selektif serotonin geri alim inhibitérleri (SSRi'ler),
depresyon ve duygu durum bozukluklari, anksiyete,
bazi kisilik bozukluklari ve yeme bozukluklari gibi
trisiklik
antidepresanlara alternatif olarak kullanilan énemli

psikiyatrik  hastaliklarin  tedavisinde,
antidepresanlardir (Jacobsen et al. 2015, Bermel et
al. 2015). SSRi'ler, daha az belirgin antikolinerjik yan
etki gbstermeleri ve siddetli kardiyotoksisiteye sahip
olmamalari gibi 6nemli avantajlarindan dolayi,
trisiklik antidepresanlara alternatif olarak tercih
edilirler (Aronson 2015). Bu grup ilaglar spesifik
organellerde depolanmadan ©6nce, plazma zar
boyunca serotonin alimini engellerler ve bu sayede,
histaminerjik, adrenerjik, serotonerjik, dopaminerjik
ve kolinerjik reseptorler lizerinde ¢ok az inhibitor
etkisi
fluvoksamin ve

vardir veya hi¢ yoktur. Sitalopram,

sertralin bu grubun o6nemli
ilaclarindandir (Aronson 2015, Hoirisch-Clapauch et

al. 2014).

ilaglarin hiicre zarlarindan gegisi ve dokularda
absorbsiyonu ve dagilimi, pasif diflizyon ile ilacin
molekiler halde oldugu formda gergeklesir. Bir
ilacin iyonlasmamis formu, iyonize formuna kiyasla
lipidlerde daha fazla ¢ozlnir oldugundan, ilacin
hiicre zarindan gegcisi ve dokularda absorbsiyonu ve
dagilimi bu formda gergeklesir. Bundan dolayi,
ilaclarin absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim
(ADME) ozelliklerinin belirlenmesinde iyonlasma,

blylk bir etkiye sahiptir. Asidik veya bazik
ozelliklere sahip bir molekillin
iyonlasma/protonasyon sabiti (pK.) degerinin

bilinmesi, o molekuliin belirli bir pH'da iyonlasma
derecesini tahmin etmeye yardimci olur.

pKa degeri, ters faz sivi kromatografik (RPLC),
potansiyometrik, UV-VIS spektrometrik ve kapiler
elektroforetik (CE) (Daldal vd. 2014, Beltran et al.
2003, Barbosa et al. 2001) gibi cesitli analitik
yontemlerle belirlenebilmektedir. Bu yodntemler
arasinda RPLC, diger tekniklere kiyasla, hizlihgi,
spesifikligi, dogruluk ve kesinliginin ylksekligi ve
kullaniminin  kolayhgi gibi bircok avantajindan
dolayi, ilag kesif, gelistirme ve dretiminin tim
onemli bir analitik

asamalarinda  kullanilan

yontemdir. (Lunn 2005, Kazakevich and LoBrutto,

2007, Meyer 2010). RPLC yontem ile pK, sabitinin
belirlenmesi, yapisinda iyonlasabilir fonksiyonel
grup iceren bilesikler icin mobil fazin pH'siile bu pH'
da elde edilen alikonma degerleri (tg) arasindaki
iliskiye dayanir. Bu iliski, lineer solvasyon enerjisi
(LSER) vyaklasimiyla mobil faz pH’si, mobil faz
derisimi ve pKy'nin bir fonksiyonu olarak ifade
edilebildiginden, bu metot kullanilarak bilesiklerin
mobil fazdaki iyonlagsma/protonasyon sabiti (3pK,)
degerleri kolaylikla belirlenebilir (Barbosa et al.
1996, Nikitas et al. 2002, Ortak and Demiralay 2019,
Nane and Demiralay 2021, Daldal and Demiralay
2022). Suda ¢ozlnUrlGgu yetersiz bilesiklerin su
ortamindaki pK, degerleri (ywpK,), su ve organik
¢bzlicl ortamlarinda elde edilen $pK, degerleri ve
bu hidro-organik karisimlardaki ¢6zicliinin mol
dielektrik sabiti vb. gibi
parametreleri ile iliskisi kullanilarak hesaplanir. Bu

kesri, makroskopik
ekstrapolasyon metotlarini uygulayabilmek icin en
az 3 farkl su-organik ¢ozlicl ikili karisiminda elde
edilen $pK, degerlerine ihtiya¢ duyulur (Herrero-
Martinez et al. 2008).

Yapilan literatlr taramasina gore, sertralin disinda,
sitalopram ve fluvoksamin icin su-organik ¢ozici
ikili karisimlarinda pK, degeri ile ilgili herhangi bir
¢alismaya rastlanmamistir (Volgyi et al. 2007, Deak
et al. 2006, Sun and Avdeef 2011, Avdeef and Sun
2011).
protonasyon sabitlerinin tayiniyle alakali herhangi
yapilmis calisma da
bulunmamaktadir. Bu calisma ile LSER metoduyla

Ayrica, bu U¢ bilesigin termodinamik

bir analitik yontemle

bilesiklerin mobil faz pH'si ve alikonma iliskilerinin
degerlendirilmesi, tayini gerceklestirilen su-organik
¢Ozicu ikili karisimlarinda hesaplanan aktivite
katsayilar kullanilarak dogrusal olmayan regresyon
(NLREG) SpK,

degerlerinin belirlenmesi ve su ortamindaki pK;

programiyla  termodinamik

wpK, ) degerlerinin hesaplanmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan ila¢ etken maddeleri (saflik >
%99) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD) tedarik
Mobil faz
asetonitril (MeCN), sodyum hidroksit, potasyum asit

edilmistir. hazirlamasinda kullanilan
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ftalat ve amonyum klorir Merck firmasindan
(Darmstadt, Almanya), o-fosforik asit ve amonyak
(HPLC grade) Riedel-de Haen firmasindan (Almanya)
temin edilmistir.

2.2. Deneyde Kullanilan Cihazlar

incelenen bilesiklerin SIvI kromatografik
davranislarini  arastirmak ve pK, degerlerini
belirlemek icin  Shimadzu  marka  yiksek

performansli sivi kromatografi cihazi kullaniimistir.
Sistem pompa (LC -20AD), UV dedektort (SPD-20A),
kolon firini (CTO -20A) ve gaz giderme Unitesinden
(DGU-20A3) olugsmaktadir.

HPLC mobil fazinin pH oél¢limleri icin Mettler Toledo
MA 235 pH/iyon metre (Schwerzenbach, isvicre) ve
Mettler Toledo InLab 413 Ag/AgCl (Schwerzenbach,
isvicre) kombine cam elektrodu kullaniimistir. IUPAC
kurallarina gore, asetonitril-su ikili karisimlarinda
elektrot kalibrasyonu icin referans standart ¢ozelti
olarak potasyum asit ftalat (0,05 mol/kg) secilmistir
1987).
ayarlanmasi sirasinda kolon sicakhgr 25 °C + 0,1

(Rondinini et al. Mobil fazin pH'sinin
°C'de sabit tutulmustur. Calismada kullanilan ultra
saf su, Direct-Q®3 UV su aritma sisteminden

(Millipore, Bedford, MA, ABD) temin edilmistir.

2.3. Standart Cozeltilerin ve Mobil Fazin

Hazirlanmasi

Sivi kromatografik calisma icin her ilagtan 0,0010 g
tartilmis, 10 mL calisilan mobil fazda ¢ozilmistir ve
100 pg/ml'lik standart madde c¢ozeltileri elde
edilmistir. Bu calismada, mobil fazlardaki asetonitril
(MeCN)  miktarinin  degisiminin  bilesiklerin
alikonmasina etkisi %45, %47,5, %50, %52,5 ve %55
(h/h)  MeCN su-MeCN ikili
karisimlarinda analiz edilmistir. Hazirlanan mobil

olmak Uzere,
fazlarin tampon derisimi 30 mM olacak sekilde ve pH
degerleri 6,0 ila 10,5 arasinda degisen mobil fazlar
hazirlanmistir. 30 mM o-fosforik asit iceren mobil
fazlarin pH'si 6,0 ila 8,0 araliginda, 1 M sodyum
hidroksit eklenerek, 30 mM amonyum klorr iceren
mobil fazlarin pH'si 8,5 ile 10,5 araliginda, derisik
amonyak eklenerek ayarlanmistir. Calismada
kullanilan tim c¢ozeltiler ginlik taze hazirlanip,

kullanimina kadar 4 °C'de saklanmistir.

2.4. Yontem

Bu calismada, sitalopram, fluvoksamin ve sertralinin
sivi kromatografik tayini Gemini NX C18 (250x3,0
mm |.D.,, 5 um, Phenomenex®, ABD) kolonda
gerceklestirilmistir. Calisma icin secilen bu kolon,
genis ¢alisma pH’si araligina sahip, bazik ozellikteki
bilesiklerin analizine uygun ve tekrarlanabilirligi
yuksek yeni nesil bir kolondur.

Hazirlanan standart ilag ¢ozeltisinden 20 pL sivi
kromatografi cihazina enjekte edilmis, her bilesik
icin Uc¢ enjeksiyon vyapilip, ortalama alikkonma
sureleri  (tg)  belirlenmistir.  Hesaplanan tg
degerlerinin bagil standart sapmasi (%RSD) % 1,0'in
altinda hesaplanmistir. Sivi kromatografik élctiimler,
0,8 mLl/dakika akis hizinda, 30 °C'de
gerceklestirilmistir. Calisilan bilesikler 210 nm'de

belirlenmistir.

3. Bulgular

3.1. LSER Metodolojisi Alkkonma Davranisinin ve
Termodinamik pK, Dederlerinin Belirlenmesi

SSRI grubuna ait antidepresanlardan olan sertralin,
sitalopram ve fluvoksamin, kimyasal yapilarindaki
amin gruplardan dolayl bazik ozellik gosteren,
lipofilisite sabiti (logP) degerleri sirasiyla 5,76; 3,76;
2,80 ve suda c¢ozlnlrlGgli zayif olan apolar
bilesiklerdir (Sekil 1) (Int Kyn. 1).
Genellikle, RPLC yontemde bazik bilesiklerin analizi,

ozellikteki

bilesigin 06zellikle iyonlasmis formunun, kolonun
dolgu materyalindeki silanol kalintilariyla reaksiyona
girmesi sonucu, sivi kromatografik analizlerde
istenmeyen pik simetrisinin olusmasindan dolayi
klasik

kromatografik kolonlarin ¢alisma pH araliklari, 2 ila

zordur. Ayrica, silika gruplarini iceren
7 arasinda kisithdir. Bu nedenlerden dolayi, bazik
bilesiklerin sivi kromatografik analizinde, modifiye
edilmis pH araliklari genis, kolonlar tercih
edilmektedir (Miguel and Barbas 2003, Volna et al.
2017). Bu galismada, calisilan bilesiklerin kimyasal
ozelliklerine uygun, genis bir pH araliginda g¢alisma
imkani sunan (pH 1-12) yeni nesil kolonlardan
Gemini NX C18 kolonu secilmistir. Ayrica, sivi

kromatografik calisma boyunca elde edilen piklerin
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simetrisi ve tekrarlanabilirligi, segilen kolonun bu
¢alisma igin uygun oldugunu géstermektedir.
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Sekil 1. A) Sertralin, B) sitalopram ve ()

fluvoksaminin kimyasal yapisi

Bu ¢alismada, sertralin, sitalopram ve fluvoksaminin
tr degerleri, %45, %47,5, %50, %52,5 ve %55 (h/h)
MeCN iceren su-MeCN ikili karisimlarinda analiz
edilmistir. Mobil faz pH araligi 6,0 ila 10,5 olan,
bilesiklerin iyonik ve molekiler formlarda oldugu pH
araliklarinda calisma gerceklesmistir. Calismada,
bilesiklerin 3 tekrarli olarak elde edilen tg
degerlerinin ortalamasi alinarak, LSER modeliyle
bazik

fonksiyonel gruplara sahip iyonlasabilir bir bilesigin

degerlendirilmistir. LSER modelinde
tr degeri, asagidaki denklem ile matematiksel olarak
ifade edilebilir: (Li 2002)

U

logtr = logtry, * T orer—rka @

Esitlik 1’de U ve V degerleri, ayarlama (fitting)
katsayilaridir. Bu denklemde U, logf degeriyle
aciklanir. f degeri, bilesigin iyonlagmis formunun
alikonma degerinin, bilesigin molekiler formuna

oranini ifade etmektedir (Esitlik 2).

( f e (tRA— /tRHA)> (2)

V ise yapisinda organik ¢oziicl iceren mobil fazin
pH — pK, degisimini ifade eder. Baslangi¢ degeri
olarak U ve V degerleri sirasiyla, -1 ve 4 olarak alinir
(Li 2002).

RPLC yontem kullanilarak belirlenen bilesiklerin
deneysel ortalama tg degerleri kullanilarak, Esitlik 1
ile calisilan her mobil faz pH degerinde ve su- MeCN
ortami igin teorik tg hesaplanmistir. Teorik alikonma
zamanlarinin logaritmasi (logtg,, ) ve deneysel
olarak elde edilen alikonma degerlerinin logaritmasi
(logtg,,, ) arasindaki farklar alinarak ve hesaplanan
artik kareler toplami (RSS) degerleri minimize

edilerek sonuglar elde edilmistir. %45 MeCN-su
ortami i¢in LSER yontemiyle hesaplanmis logtg,,

ve logtg,,, degerleri Cizelge 1'de verilmigtir.

Cizelge 1'deki artik kareler toplami (RSS) degerleri
incelendiginde, bu degerlerin oldukga kiglik oldugu
gorllmektedir. Ayrica, LSER yaklasiminin bilesiklerin
pKa degerlerinin tayininde kullanilabilmesi igin,
teorik tg ve deneysel tz degerleri arasinda cizilen
grafigin dogrusal olmasi (korelasyon katsayisi en az
0,99) ve egimi kesim degerlerinin sirasiyla 1 ve 0'a
yakin olmasi gereklidir (Sekil 2).

Yapilarinda iyonlasabilen gruplar iceren bilesikler,
farkh pH degerlerinde farkl alikonma degerlerine
sahiptir (Kazakevich and LoBrutto, 2007). Calisilan
bilesikler bazik 0Ozellikte oldugu icin pH 6’da
iyonlasmis, pH 10,5da da molekiiler formda
bulunur. Bilesiklerin %50 (h/h) MeCN iceren MeCN-
su ikili karisimda elde edilen alikonmalarini gbsteren
kromatogramlar Sekil 3'de verilmistir.

(6,0-10,5
degerlerine karsin analizlenen tg degerleri grafige

Cahisilan  mobil faz pH araliginda)
gecirildiginde sigmoidal davranis gézlenmistir (Sekil
4). Bilesiklerin

hesaplanan aktivite katsayilari (y)

termodinamik  $pK, degerleri
kullanilarak
dogrusal olmayan regresyon (NLREG) programi ile
belirlenmistir. Sonuglar standart sapma degerleriyle

birlikte, Cizelge 2'de verilmistir.

Sertralin ve sitalopram tek bir pK, degerine sahiptir.
sPKq
degerleri sirasiyla bilesiklerin yapisindaki sekonder

Sertralin ve sitalopram i¢in hesaplanan

ve tersiyer amine aittir. Fluvoksaminin yapisinda iki
bazik
Fluvoksaminin birinci iyonlagsmasi, benzen halkasina

fonksiyonel grup bulunmaktadir.
1 nolu yerden baglanmis N-(2-aminoetoksi)-5-
metoksipentanimidoil yapisindaki birinci azota ait
oldugundan ve bu iyonlagsmaya ait pK, degerinin
teorik olarak 1,52 olarak hesaplanmasindan (Int Kyn.
1) ve ayrica ¢alismada kullanilan kolonun pH degeri
1’in altinda ¢alismaya uygun olmadigindan, bilesigin
pKg, degeri belirlenememistir. Bu yapida bulunan
primer amine ait pK, degeri ise kullanilan
kromatografik kolonun genis pH araligina sahip
olmasi nedeniyle belirlenebilmistir. Cizelge 2’'de
goruldtgi gibi MeCN derisimi arttik¢ca bilesiklerin
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sPK, degerinin azalmaktadir. Bu bazik bilesiklerde
beklenen sivi kromatografik davranistir.

Cizelge 1. %45, %50 ve %55 (h/h) MeCN iceren MeCN-H-0 ikili karisimlarinda bilesiklerin LSER yaklasimiyla hesaplanan
logtg,,, velogtg, degerleri

Sitalopram Fluvoksamin Sertralin
pH logtr logtr (logtrden.- logtr logtr (logtrden.- logtr logtr (logtrden.-
(den.) (teo.) logtgteo)? (den.) (teo.) logtreeo)? (den.) (teo.) logtgteo)?
%45 MeCN-H,0 (h/h)
6 0.652  0.657  3.049x10° 0.608  0.611  1.183x107% 0773  0.836  4.040x10:
6.5 0.668  0.660  6.248x10° 0.624  0.616  7.214x10°" 0.872  0.847  6.070x10°*
7 % 0668 0670 3.056x10% § 0624 0631 3.768x10%° & 0872 0881  7.927x10%
75 0707 0699  6107x10% S  0.667  0.673  3332x10%° S 1030 0974  3.138x10%
8 w0780 0.776  1.250x10% I 0.786 0773  1.687x10% % 1.209 1.183  6.849x10%
85 @ 0907 0935 7.882x10% ¥ 0932 0938 3.730x10° X 1443 1483  1633x10%
9 E 1131 1135  1.535x10% E 1.085  1.090  2.074x10% E 1705 1724  3.806x10%
95 & 1320 1275  2.085x10% % 1177 1173  1527x10% 5  1.848  1.843  2.593x10%
10 E 1.362 1.338  6.069x10° Fco' 1208 1205  7.120x10% § 1.898  1.887  1.141x10%
105 ¢ 1372 1361  1.211x10% 7 1221 1216  2.744x10% & 1909  1.902  4.888x10?"
> RSS* 3.787x10% > RSS* 4.315x10% > RSS* 1.075x10
%50 MeCN-H:0 (h/h)
6 0.639  0.637  7.596x10% 0.602  0.600  3.95310% 0.755  0.804  2.383x10%
65 @ 0634 0639  1.890x10%° N 0605 0603  7.302x10% » 0814 0811  6.610x10°¢
7 S 0655 0646  8186x10° J 0616 0611  2348x10% J 0867  0.835  1.015x10
75 & 0660  0.666  2.770x10% 4 0632 0635 7.861x10% J 0914 0902  1.467x10%
8 & 0714 0718  1644x10° & 0695 0700  1.902x10% E 1.077  1.061  2.756x10°%
85 ~© 0823 082 182x10%® oS 0816 0829  1660x10% < 1309 1311  6662x10°
9 > 0936 0942  2965x10°° > 0986 0985  2986x10% > 1508  1.535  7.245x10%
95 & 1031 1021  1.087x10% & 1115 1090  6.294x10% & 1640 1652  1454x10%
10 ¢ 1066 1055  1.174x10% $ 1149 1136  1.792x10% S 1705  1.698  5.451x10%
105 5 1073 1067 3395x10% 3 1160 1152  6370x10% 5 1721 1713  5348x10%
RSS* 4.441x10% RSS* 1.103x10% RSS* 4.812x10%
%55 MeCN-H,0 (h/h)
6 0.630  0.626  1.488x10% 0.599  0.599  9.609 x10 0.755  0.804  2.383x10%
65 8 0632 0627 2.390x10% @9 0605 0604 1.838x10%° ® 0814 0811 6.610x107°
7 S 0632 0630 1428x10%° S 0622 0618 1861x10% g 0867  0.835  1.015x10°
75 4 0633 0.640  4.415x10% &  0.656 0.657  1.103x10% & 0914  0.902  1.467 x10*
8 & 0661 0664 1.195x10°° & 0737 0748  1220x10% @® 1077 1061 2756 x10%
85 S 0708 0714 3133x10%® S 0889 0887 2774x10° = 1309 1311 6.662x10%
9 > 0778 0776 5693x10% > 1014 1006 6.505x10% > 1508  1.535  7.245x10%
95 § 0829 0819 1053x10% & 1074 1066 6030x10% & 1640 1652  1.454x10%
10 S 0847 0.838  8.304x10 ©  1.093 1.089  1.417x10% 1.705 1.698  5.451x10
105 5 0848 0845 1.114x10% 5 1101  1.097 1351x10% 5 1721 1713  5.348x10%
RSS* 4.441x10% RSS* 1.103x10°% RSS* 4.812x10%
*RSS: Artik Kareler Toplami
3.2. Calisilan Bilesiklerin Su  Ortamindaki
Cizelge 2. incelenen bilesiklerin calisilan asetonitril-su Termodinamik  Protonasyon  Sabitinin
2rtam|arinda 'RPLC yontemle elde edilen WhK,,) Belirlenmesi
SpK, degerleri
Bil.  Param 7045 %475 %50 %525 %55 ) ) o
()  (hh)  (hh)  (hh) (b Sitalopram, fluvoksamin ve sertralinin  su
Sit. SPK, 8&15524: 86'35120; 86?83295 8(')%317; 7(')%’27; ortamindaki termodinamik protonasyon sabiti
s 7.970+ 7.865+ 7.757+ 7.648+ 7.537+ 5 i (W - itligi
Flu  SpK,, e BB R T T deg?rlerl (WwrKa), SYasuda St\edlov?lfy fesltllgl ve mol
Sert.  spk, 5640 8580+ 852L: 8450+ 8396 kesri-spK, (Xmecn-spK,) dogrusal iliski kullanilarak,
0.016  0.024 0022 0012  0.019

bilegiklerin MeCN-su ortamlarinda elde edilen $pK,

degerlerinden hesaplanmistir (Daldal and Demiralay

2022). Bilesiklerin \ypK, degerlerini hesaplamak igin

bu ¢alismada kullanilan ilk yaklasim, Xmecn-sp K, dir.

Bu yaklasim, bilesiklerin farkli ikili asetonitril-su

karisimlarinda elde edilen

SpK, degerleri

ile

asetonitrilin mol kesri (Xmecn) arasindaki dogrusal

iliskiyi kullanir.

Bu dogrusal iliskiden elde edilen
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kesim degeri kullanilarak, bilesigin
hesaplanir.

SITALOPRAM

B %45 MeCN (h/h) »

20,000 .

150

.
10, -
&
- y=1.021x-0.186

_ s r=0.999
£
% ““: 000 5,000 10,000 15,0 2 25,0
: ‘ ‘ ‘ : :
£ FLUVOKSAMIN
5 18000 %45 MeCN (h/h)
: 16,0 -t
g A7
£ 140
£
= 120 o
<
=% 10,000
5 .
7]
[

o y= 1.009x-0.056
4 - = 0.999
"2 000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14000 16,000 180N
SERTRALIN
%45 MeCN (h/h)
L
. ..l“
o
o
o y=1.014x+0.050
o r=0.999
[ 4
0,000 10,000 20,000 34 50,000 60,000 70,000 80,000 90,000

wpK, degeri

%50 MeCN (h/h)

12,000

rel
o
10,000
-
s
6,000 L
. y=1.030x-0.160

<000 -~ r=0.999

2,000

2, 4,000 6,0 8,000 10,000 12 14,
15, %50 MeCN (h/h)
-*

12,0 *

10, -

6,0 o

- y=1.027x%-0.154
2, L r=0.999
NZ: 0 4,000 6,00 8, ht 12,04 14,000 16,000
000 950 MeCN (h/h)
."',
o
o
30,000
20,000 .
. y=1.021x-0.167
10,000 . r=0.999
”
“““““ 0 10,004 2 0,000 e 5 0,00

Deneysel Alikonma Zamami (Dakika)

9455 MeCN (h/h)
7,000 -‘."
6,500 ad
6,000 .
o
B y= 1.006x-0.031
o r=0.999
4,000 4,500 5, 5,500 6, 6,500 7,000 7,500

14,000 %55 MeCN (h/h)

12,000 ,v".

10,000 »

8,000 e

6,000

)
o y=1.020x-0.101
r=0.999
2,000
2,004 4, 6,000 8,000 10,000 12, 14,
000 %55 MeCN (h/h)
35,000 -
.
25,0 .
- Ll
e y=1.004x-0.011
ey r=0.999
5,000 1 15,000 0,000 25000 30,000 35000 40,000

Sekil 2. Calisilan bilesikler icin deneysel alikonma zamanlarina karsi teorik alikonma zamanlarina gore cizilen grafikler

uVv
] SITALOPRAM
2000000
1500000
1 H 10.5
] pH 6.0 p
1000000
500000
o /‘/\f
3 T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min
Vv
s FLUVOKSAMIN
1500000+
pPH 6.0 pH 10.5
1000000
500000
0.0 10 20 30 40 so 60 70 80 B 10.0 110 12.0 130 14.0 15.0 16.0 rin
\'4
1000000 SERTRALIN
750000—:
E pH 6.0 pPH10.5
500000
250000 L
0.0 so 10.0 150 200 250 20 3s0 400 450 s0.0 580 min

Sekil 3. Bilesiklerin %50 MeCN-su (h/h) ortaminda elde edilen molekdler ve iyonik tirlerine ait kromatogramlar
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%. Sitalopram 20, Fluvoksamin 100- Sertralin
- %45 MeCN (h/h)
20 80-
. 154 - %47.5MeCN (h/h)
Ew- ' E g 60 -+ %50 MeCN (b/h)
104 T
5 L & + 9%352.5 MeCN (/h)
5 0455 MeCN (h/h)
5+ 20
[‘ I I I I ['\ I I I I 0 T ! 1 1
4 ﬁ b 10 1 4 f 8 10 17 4 b 8 10 12
pH pH pH
Sekil 4. Sitalopram, fluvoksamin ve sertralinin mobil faz pH’si ve tr degerleri arasindaki iligki
Bilesiklerin ~ WpK, degerlerini  hesaplamada Cizelge 3. Calisilan bilesiklerin farkh yaklasimlarla
kullanilan ikinci yaklasim olan Yasuda-Shedlovsky : hesaplanan y,pK, degerleri :
.. . . o Bil. Yasuda-Shed. Xacn-5pK, Chemicalize Lit.
esitligi, calisilan mobil fazlardaki asetonitrilin o wPKa, WDK,, - wpK,, 1521
dielektrik sabiti degerlerinin tersi (1/€) ile  wPKe, 9252 upKa, 9.358 upK, 9.163
Sit. 9.963 10.085 9.785 9.38!
bilesiklerin $pK, + log [H,0] degerleri arasindaki 9.072
3
dogrusal iliskiye dayanmaktadir. Bu iliskiden elde sert 9358 9.420 9.853 gég

edilen dogrusal denklemde, suyun molar derisim ve
dielektrik sabiti degerlerinin yerine konulmasiyla
bilesiklerin wpK, degerleri elde edilir.

Her iki ekstrapolasyon metodunun bilesiklerin \ypK,,
degerlerinin tayininde kullanilabilmesi icin en az 3
farkh organik ¢ozlci-su ikili karisimlarinda elde
edilen bilesiklerin $pK, degerlerine ihtiya¢ vardir
al. 2008). Sitalopram,
mol  kesri-;pK,

et
sertralinin

(Herrero-Martinez
fluvoksamin  ve
yonteminden elde edilen dogrusal iliski Sekil 5'de,
Yasuda-Shedlovsky yaklasimindan edilen
dogrusal iliskisi ise Sekil 6’da verilmistir.
bilesiklerin her iki yaklasim kullanilarak hesaplanan
wpK, degerleri Cizelge 3’de verilmistir.

elde
Ayrica,

ILuan et al. 2005, 2Sun and Avdeef 2011,3 Dedk et al. 2006,* Avdeef and
Sun 2011

Sekil 5 ve Sekil 6’da verilen dogrusal grafiklerin
denklemlerinde egim degeri negatiftir. Bu negatif
deger, bilesiklerin bazik fonksiyonel grup icerdigini
Cizelge 3'de veriler

iki
degerleri

gostermektedir. sunulan

incelenildiginde, her metotla hesaplanan
bilesiklerin  WpK,
gorilmektedir. Literatlrde, sertralin harig, calisilan
diger bilesiklerin YypK, degerlerine ait deneysel bir

veri bulunamadigindan, bilesiklerin \WpK, degerleri

arasinda uyum

kimyasal yapilarini temel alarak teorik olarak
hesaplama yapan Chemicalize programindan elde

edilen verilerle karsilastirilmistir (Int Kyn. 1).

L3 = (]
o2 ®
i i
810 765
Sitalopram & Fluvoksamin
500 y=-7.917x+10.085 _ y=-6.762x+9.358

r=0.999

" r=0.999

L
o8
=)

““  sertralin

g2 y=-3.806x+9.420

r=0.999

Sekil 5. $pK, ve MeCN'nin mol kesri arasindaki iligki
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pKa+[logH O]

pKa, *[logH,0]

5 Sitalopram

57 y=-393.25x+16.729
r=0.999

6

Ef Fluvoksamin
- y=-336.71x+15.296
“ r=0.999

1/e

00154 00166 00168 0017 00172 00174 00176 00178 0018 00182 00164 00165 00168 0017 00172

pKat[logH>0]

Sertralin
y=-190.89x+13.54

. r=0.999
0,0174 00176 00178 0,018 00182 00164 00166 00168 0017 00172

1/e

10,15

0,0174 0,0176 00178 0018 0,182

Sekil 6. Calisilan bilesikler icin Yasuda-Shedlovsky yaklasimiyla elde edilen grafikler

4. Tartisma ve Sonug

Fluvoksamin ve sitalopram igin deneysel olarak elde
edilen verilerden hesaplanan WpK, degerleri ile
Chemicalize programi kullanilarak hesaplanan
wpK, degerleri birbirine yakindir. Fluvoksamin ve
sitalopramin pK, degerinin deneysel olarak tayiniyle
alakali herhangi bir ¢calisma bulunmamakla birlikte,
sitalopramin pK, degerini teorik olarak hesaplayan

bir calisma mevcuttur (Luan et al. 2005).

Sertralin icin Volgyi vd. (2007) tarafindan
gerceklestirilen calismada, metanol, dioksan ve
asetonitril esit hacimde karistirilarak (MDM

cozeltisi) farkli hacimlerde su ile (26-56,%a/a) ikili
karisimlar olusturulmus ve potansiyometrik metotla
titre edilmistir. Titrasyon 25 °C'de sabit iyonik
siddette (1=0,15 M KCI) gerceklestirilmistir. Ayni
calisma kosullarinda metanol-su ikili karisimlarinda
da sertralin titre edilmistir. Bu su-organik ¢oziici

karisimlarinda hesaplanmis pKa degerleri
kullanilarak  Yasuda-Shedlovsky metoduyla su
ortamindaki  pK, degerleri  hesaplanmistir.
Sertralinin su ortamindaki pK, degeri MDM’den
ekstrapole edilerek 9,07£0,02; metanolden
ekstrapole edilerek olarak 9,16+0,01

hesaplanmistir.

Deak vd. (2006) tarafindan yapilan calismada,
sertralin  potansiyometrik yontem kullanilarak
%43.64-%63.97 (%a/a) derisim araliginda metanol-
su ikili karisimlarinda titre edilmistir. Ortamin iyonik
siddeti 0.15 M KCl ile sabitlenmistir. Bilesik 0.5 M KClI
ile asitlendirilmistir ve 0.5 M KOH
atmosferinde,

ile azot
1.8-12.2
Gahlisilan  metanol-su

25°C'de ve pH araligi
araliginda titre edilmistir.
pKa
Shedlovsky metodu kullanilarak ekstrapole edilmis,

ortaminda hesaplanan degerleri Yasuda-

su ortamindaki pK, degerleri 9.16 olarak

hesaplanmistir.

Sun ve Avdeef (2011) tarafindan gergeklestirilen
¢alismada, sertralinin 25 °C'deki pK, degeri 9.07 ve
Abraham ¢6zlici parametre (A,B,S,E,V) degerleri
kullanilarak 37°C’deki pK, degeri teorik olarak 9.03
olarak hesaplanmistir.

Avdeef ve Sun (2011) tarafindan yapilan calismada
sertralinin 37 °C’'deki pK, degeri %15-31 (%a/a)
derisim araliginda 1-propanol-su ikili karisiminda
titre edilmistir. Ortamin iyonik siddeti 0.15 M KCl ile
sabit Calisilan
ortaminda pKa degerleri
Shedlovsky metodu kullanilarak ekstrapole edilmis,
0.09 olarak

tutulmustur. 1-propanol-su

hesaplanan Yasuda
su ortamindaki pK, degeri 8.85 %
hesaplanmistir.

Sertralin icin deneysel olarak yapilan bu ¢alismalar
potansiyometrik yontemle gergeklestirilmistir. Bu
yontemle yapilan deneysel ¢alismadan elde edilen
sonuclar ile gerceklestirilen calisma arasindaki
kiiglik farklar, kullanilan farkl ¢6zlicli ortamindan ve
farkhligindan

yontem kaynaklanmaktadir.

Potansiyometrik yontem uygulama pratikligi
sayesinde, her ne kadar diger analitik metotlara pKa
tayini i¢in 6n veri saglamasi acisindan 6nemli olsa
da, yontemin pK, tayininde uygulanmasinda asiri ve
saf analit gereksinimleri, yiksek derisimden
kaynaklanan analitin ¢dzlinme problemleri ortaya

¢ikarmasi gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir. Ayrica

potansiyometrik metotta, titrasyonu
gerceklestirilen analitteki bulunmasi muhtemel
iyonlasabilen  safsizliklarinda titrasyona  dahil

olmasindan dolayi, esdegerlik noktasi dogru bir
sekilde belirlenememe ve bundan dolay da tayini
yapilacak maddenin pK, degeri belirlenirken hatal
sonuglar elde etme olasiligi ylksektir. (Kazakevich
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and LoBrutto 2007, Yildiz et al. 1997). Bu
dezavantajlarindan dolayi, ilag arastirma-gelistirme
laboratuvarlarinda ve ilag endistrisinde, gelistirilen
yontemin dogrulugu, segciciligi, kesinligi, uygulama
kolayhgi, tekrarlanabilirligi, az ve saf olmayan
analitle ¢alisma imkani sunmasi gibi 6nemli
avantajlarindan dolay tercih edilen metot, ters faz
sivi kromatografi metodudur (Kazakevich and
LoBrutto 2007, 2010). Bu

gerceklestirilen bu c¢alismada, literatirdeki veri

Meyer nedenle
eksikligini gidermek ve elde edilebilecek en dogru
RPLC yontemi
kullanilarak su-MeCN ikili karisimlarinda sitalopram,

sonuglara ulasmak amaciyla,

fluvoksamin ve sertralinin sivi  kromatografik

davranisi belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen

veriler, RPLC yoOntemiyle ve asetonitril-su ikili

karisimlarinda belirlenmis ilk verilerdir.
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