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Asiklovirin Spektrofotometrik Yontemle Iyonlasma ve Protonasyon Sabiti
Tayininde iki Farkh Yaklasimin Kullanilmas:

Y. Dogan DALDALY

Oz

Bu ¢aligmada herpes simpleks ve varicella zoster viriislerine kars1 giiglii antiviral etkiye sahip bir guanin tirevi olan
asiklovirin iyonlagma ve protonasyon sabiti tayini (pKa), UV-Vis spektrofotometrik yodntem kullanarak
gerceklestirilmistir. Calismada asiklovirin suda zayif ¢oztniirliigiinden dolayi, farkli derisimlerdeki asetonitril-su ikili
karisimlarinda calisilmistir. Iyonlasma ve protonasyon sabiti igin spektrofotometrik yéntemden belirlenen verilerin
degerlendirilmesinde STAR programi ve log [Ana-Ai)/(Ai-Aa)]-pH iliskisi kullanilmig ve bu hesaplama yontemleriyle
farkli asetonitril-su derigimleri icin hesaplanan pKa degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir. Bilesigin sudaki
pKa degerlerinin tayini i¢in asetonitril-su ikili karigimlarinda belirlenmis pK, degerleri ve ¢alisilan asetonitril-su ikili
karigimlarinin makroskopik ozellikleri arasindaki iliskiden yararlanilmistir. Hesaplama sonucunda, asiklovirin bu
calismada belirlenen sudaki pKa degerleri ile literatiirdeki degerlerin uyumlu oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asiklovir, lyonlasma ve protonasyon sabiti, pK,, Herpes Simpleks, UV-Vis Spektrofotometri.

Use of Two Different Approaches to Determine The lonization and Protonation
Constants of Aciclovir by Spectrophotometric Method

Abstract

In this study, the determination of the ionization and protonation constant (pKa) of aciclovir, a guanine derivative with
potent antiviral activity against herpes simplex and varicella zoster viruses, was performed using the UV-Vis
spectrophotometric method. In the study, due to the poor water solubility of aciclovir, it was studied in binary acetonitrile-
water mixtures at different concentrations. The program STAR and the log [Ana -Ai)/(Ai- Aa)]-pH relationship were used
to evaluate the data obtained by the spectrophotometric method for the ionization and protonation constants, and it was
found that the pK, values determined by these calculation methods were very close for different acetonitrile-water
concentrations. To determine the pK, values of the compound in water, the relationship between the pK, values
determined in binary acetonitrile-water mixtures and the macroscopic properties of the binary acetonitrile-water mixtures
studied was used. As a result of the calculation, it was found that the pKa values of acyclovir in water determined in this
study are compatible with the values in the literature.

Keywords: Aciclovir, lonization and protonation constant, pK,, Herpes Simplex, UV-Vis Spectrophotometry.

'Kahramanmaras Istiklal Universitesi, Elbistan Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, Kahramanmaras, Tiirkiye,
daldal.dogan@gmail.com

“Sorumlu Yazar/Corresponding Author
Gelig/Received: 12.09.2023 Kabul/Accepted: 14.03.2024 Yaym/Published: 15.03.2024


https://doi.org/10.31466/kfbd.1359190
https://dergipark.org.tr/tr/pub/kfbd
https://orcid.org/0000-0003-1211-2686

Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 14(1), 101-113, 2024 102

1. Giris

Asiklovir virtslerde bulunan fakat insanlarda bulunmayan timidin kinaz enzimini secici olarak
inhibe ederek viral replikasyonu durduran bir DNA polimeraz inhibitéridar (Laurence, 2011;
Kayaalp, 2018; Dar, 2019). Asiklovir, DNA sentezinin inhibe eden valasiklovir, valgansiklovir ve
gansiklovir gibi diger antiviral ilaglar i¢in bir prototiptir ve yapisal olarak asiklik guaninin bir
tirevidir. Bu ilacin oral biyoyararlanimi oldukg¢a diisiiktiir ve bu nedenle, asiklovirin oral
biyoyararlanimini artirabilmek i¢in alindiktan sonra tamamen asiklovire doniisen valasiklovir
gelistirilmistir. Bu sayede asiklovirin oral biyoyararlanimi yaklagik %60’lara kadar gelistirilebilmistir
(Katzung, 2011). Asiklovirin herpes simpleks ve varicella zoster virlislerine karsi gii¢lii antiviral etki
gosterdigi bilinmektedir ve bu ilacin kullanim1 ABD Gida ve ilag dairesi (FDA) tarafindan genital
herpes simpleks ve herpes simpleks ensefalit tedavisi i¢in onaylanmustir (Arnal ve ark., 2008;
Algahtani ve ark., 2022). Ayrica guniimuzde, herpes simpleks ensefalit tedavisi i¢in uygulanan baska
bir ila¢ bulunmamaktadir (Algahtani ve ark., 2022).

Tibbi ve biyolojik 6neme sahip guanin tiirevleri, bircok farmasotik bilesiklerde fonksiyonel
grup olarak bulunmaktadir. Bu nedenle, basta antiviral ve anti kanser ilaglar1 olmak tizere, bu
fonksiyonel gruba sahip ilag ya da aday ilaglarin fizikokimyasal, fizyolojik ve farmakokinetik
Ozelliklerinin belirlenmesi 6nemlidir (Singh ve ark., 2020). Bundan dolayi, bu ¢alisma antiviral
ilaglarin prototipi olan asiklovirin 6nemli fizikokimyasal parametrelerinden biri olan iyonlagma ve
protonasyon sabitlerinin tayinine odaklanmistir. Iyonlasma ve/veya protonasyon sabiti (pKa)
bilesiklerin istenilen bir pH degeri i¢in iyonlagma durumunu belirlemede kullanilan bir parametre
oldugundan ilag analizleri i¢in 6nemi uzun yillardir bilinmektedir (Avdeef, 2003; Manallack, 2007;
Kazakevich ve Lobrutto, 2007). Bir ilacin iyonlagsma bilgisi dnemlidir ¢iinkii, kan-beyin bariyeri ve
cesitli biyolojik membranlar gibi fizyolojik sistemlerden ilaglarin gegisi ve ¢Oziinlirliigli, onlarin
iyonlasma durumuyla ¢ok yakin iliskilidir (Avdeef, 2003). Ayrica bilesiklerin farmakokinetik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan adsorbsiyon (biyoyararlanim), dagilim, metabolizma,
ekskresyon (atilim) ve toksikolojik (ADMET) &zellikleri de iyonlasmayla dogrudan baglantilidir
(Manallack, 2007).

Bilesiklerin pKa degerlerinin belirlenmesi i¢in literatiirde bir¢cok analitik yontem mevcut olsa
da glinimiizde bu yontemler igerisinde, ila¢ endiistrisi tarafindan yiiksek dogruluk, kesinlik ve
tekrarlanabilirlik gibi 6nemli 6zeliklerinden dolay1 ters faz sivi kromatografi (RPLC) ve UV-Vis
spektrofotometrik yontemler cogunlukla tercih edilmektedir (Kazakevich ve Lobrutto, 2007,
Reijenga ve ark., 2013; Daldal ve ark., 2014; Daldal ve Demiralay, 2020). Bu tercihli yontemlerden
RPLC metotta, ¢cok polar bilesiklerin tayininde yeterli alikonma davranisinin elde edilememesi,

amfoterik bilesiklerin tayininde ise ¢ok diisiik ve yiiksek pH degerleriyle ¢alismak gerekli oldugunda,
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sivi kromatografik kolonun ¢alisma pH araliginin yetmemesi gibi zorluklarla karsilagilabilir. Boyle
durumlarda, sivi kromatografik yontemle pKa tayinine en iyi alternatif metot, UV-Vis
spektrofotometrik yontemdir (Albert, 1984). Ayrica bu yontem, uygulama kolayligindan dolay1
RPLC yodntemle pKa tayinine on bilgi sagladigi i¢in de énemlidir (Daldal ve ark., 2014; Daldal ve
ark., 2017; Daldal ve Demiralay, 2020). Polar ve/veya amfoterik bilesiklerin pKa tayinine bu yonteme
alternatif olarak potansiyometrik yontemler de diistiniilebilir ancak, potansiyometrik yontemlerin
pratik olmasmna ragmen uygulanmasinda gerekli olan asir1 Ornek kullanimi, bu yodntemin
kullanilabilirligini 6nemli Ol¢iide smirlamaktadir (Kazakevich ve Lobrutto, 2007). UV-Vis
spektrofotometrik yontemle pKa tayini, spektrofotometrik titrasyon ile gerceklestirilir ve farkli pH
degerlerinde farkli 151k absorpsiyonuna sahip bilesiklerin molekiiler ve iyonik formlar1 arasindaki
oraninin dogrudan tayin edilmesi temeline dayanir (Albert, 1984).

Herhangi bir analitik yontemle bilesiklerin pKa degerlerinin tayini icin ilk olarak bilesigin
uygun bir ¢oziiclide ¢ozlinmiis olmasi gereklidir. Bilindigi gibi, bir¢ok arastirmaci tarafindan ilk
tercih edilen ¢oziicli sudur. Ancak, bilesigin sudaki ¢oziiniirliigiiniin yetersiz oldugu durumlarda, bu
tayinleri gerceklestirmek oldukga zorlagsmaktadir. Boyle durumlarda sudaki ¢oziiniirliigii yetersiz
bilesiklerin pKa tayinlerini su-organik coziiclilerde ($pK,) gerceklestirmek iyi bir alternatiftir
(Narasimhan ve Barhate, 2011; Canbay ve ark., 2011; Sanli ve ark., 2011). Ayrica, bilesiklerin su
ortamindaki pKa degerlerinin (pK,) tayini i¢in bilesiklerin $pK, degerleriyle su-organik c¢oziici
karisimlarinin mol kesri (X), dielektrik sabiti (&) gibi makroskopik sabitlerle dogrusal iliskisini temel
alan bir¢ok ektrapolasyon yontemi literatiirde sunulmustur (Yasuda, 1959; Shedlovsky, 1962;
Takacs-Novék ve Box, 1997; Avdeef, 2003; Daldal ve Demiralay, 2020). Aday ila¢ ya da ilag
bilesikleri canli viicudunda su ortamiyla etkilesim halinde oldugundan dolay1, onlarin su ortamindaki
iyonlagma/protonasyon sabiti degerlerinin belirlenmesi, ilag arastirma ve gelistirme basamaklarinda
kacinilmaz bir gerekliliktir (Kazakevich ve Lobrutto, 2007).

Viriislerin koranaviriis 6rneginde oldugu gibi sahip olduklar1 potansiyel riskler géz Oniine
alindiginda, antiviral ilaglar iizerine gergeklestirilen tiim ¢alismalar 6nemlidir. Ancak, asiklovir i¢in
literatiirde sunulan klinik ¢aligmalar haricinde, literatiirde bulunan ¢alismalarin ¢ogunlugu bu ilacin
stvi kromatografik yontemler kullanilarak ila¢ formiilasyonunda veya biyolojik sivilarda tayiniyle
alakalidir (Sayed ve ark., 2018; Malik ve ark., 2019; Mulabagal ve ark., 2019; Urinovska ve ark.,
2021; Algahtani ve ark., 2022). Gergeklestirilen bu caligmalarin ¢ogunda, bilesigin sudaki
¢Oziiniirligiinilin zay1flig1 ve de polar 6zellikte olusunun olumsuz etkileri agik¢a goriilmektedir. Soyle
ki, bu ¢alismalarin ¢cogunlugunda bilesigin ¢oziiniirligiinii saglamak icin yiiksek organik ¢OzucU
derigimlerde ¢alisilmistir. Ayrica, ¢alismalarda bilesigin polar 6zelliginden dolay1 da yeterli alikonma
degerleri elde edilemediginden (alitkonma faktorii (k) >1) asiklovir pikinin ¢6ziicli pikinden ayrilmasi

tam saglanamamistir. Asiklovirin fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zellikleriyle ilgili calisma ise
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literatiirde yetersizdir. Asiklovirin iyonlagsma ve protonasyon sabitlerinin tayiniyle alakali literatiirde
sadece bir calisma vardir (Soleimani ve ark., 2016). Bu ¢alismada, asiklovirin pKa degerleri tayini
spektrofotometrik titrasyon yontemiyle, bilesigin ¢oziiniirlik sorunundan dolayr bazik ortamda
gerceklestirilmistir. Bu calismada, bilesigin farkli iyonik siddet ve sicaklik degerlerinin
Termodinamik pKa degerlerine etkisi incelenmistir.

Literatlrdeki asiklovirin pKa degerleri i¢in veri eksikligini gidermek amaciyla gerceklestirilen
bu mevcut galismada, suda ¢ozliniirligii yetersiz olan asiklovirin iyonlasma ve protonasyon sabiti
tayini asetonitril-su ikili karisimlarinda UV-Vis spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmistir.
Gergeklestirilen bu ¢aligma, asetonitril-su ikili karisimlarinda bilesigin pK, degerleri lizerine etkisini
belirten ilk ¢alisma; elde edilen veriler ise ilk verilerdir. Bu ¢alismada UV-Vis spektrofotometrik
yontemle elde edilen veriler iki farkli hesaplama yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve hesaplanan
spK, degerleri birbiriyle kiyaslanabilmistir. Sonrasinda, asiklovirin asetonitril-su ortamlar1 igin
belirlenen $pK, degerleri kullanilarak cesitli ekstrapolasyon yontemleriyle asiklovirin ypK,

degerleri hesaplanmis ve literatiir degerleriyle kiyaslanmigtir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan 59277-89-3 CAS numarasina sahip sudaki ¢oziinlirliigli zayif bir bilesik
olan asiklovir, Sigma- Aldrich (St. Louis, USA)’den tedarik edilmistir. Calismada titrisol olarak
kullanilan potasyum hidroksit (KOH), iyonik siddet ayarlamada kullanilan potasyum kloriir (KCl),
elektrot kalibrasyonunda primer standart madde olarak kullanilan potasyum hidrojen fitalat (KHP) ve
organik ¢Oziicii olarak kullanilan asetonitril (ACN) (HPLC grade) Merck (Darmstadt, Germany)’den
tedarik edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan her kimyasal, herhangi bir saflastirma islemi

uygulanmadan kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Bu c¢alismada spektrofotometrik titrasyon Olc¢limleri i¢in asiklovirin absorbans degerlerinin
Olctimleri Perkin-Elmer LAMBDA 25 spektrofotometresi ile (Waltham, MA, USA) 6lgiilmiistiir.
Titrasyonlar 70 mL kapasiteye sahip ¢ift cidarli hiicrede ve sabit 25 + 0,1 °C’de sirkiilasyonlu su
banyosunda (HETO CBN 8-30 ve HETO HMT 200 sicaklik kontrol iinitesi) gergeklestirilmistir.
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Spektrofotometrik titrasyonlarda ¢alisilan ACN-su ikili karigimlari i¢in Mettler Toledo pH/iyon
metre ve Mettler Toledo InLab 413 Ag/AgCl kombine cam elektrot kullanilmistir (Switzerland).
ACN-su ortamlari i¢in elektrot kalibrasyonunda primer standart madde olarak KHP se¢ilmistir (0,05
mol.kg?). Calismada kullanilan tiim ¢dzeltilerde kullanilan saf su Direct-Q®3 UV su saflastirma
cithazindan elde edilmistir. (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.3. Metot

Asiklovirin iyonlagma ve protonasyon sabiti tayini %40, %45 ve %50 (h/h) asetonitril iceren
ACN-su ikili karisimlarinda spektrofotometrik titrasyon ile gerceklestirilmistir. Titrasyonlar,
sicaklig1 25 °C’de sabitlenmis cift cidarl hiicrede ve sabit 0,1 mol.L"* KCI ¢ozeltisi (iyonik siddet
ayarlayici) igeren su-asetonitril ikili karisimlarinda gergeklestirilmistir. Her titrasyon i¢in sabit 1x10°
5 mol.L! asiklovir ¢dzeltisi titrasyon hiicresine eklenmis ve 1 mol.L"* HCI ¢ozeltisi ile pH 1°e kadar
protonlanmuistir. Titrasyon hiicresindeki ¢ozelti, Ol¢iilebilir bir degisim elde edilinceye kadar
(vaklasik 0,2 pH birimi) ayarh titrant ¢ozeltisi KOH ile titre edilmistir. Bu titrasyonlar ile mV
degerlerinden pH degerlerine gegebilmek i¢in E° standart potansiyeli belirlenmistir. Bu amagla
kuvvetli asitlere 6zgii Gran fonksiyonu kullanilmistir. Her titrant ilavesinden sonra elektrotun
dengeye gelmesi icin bir siire beklenmis ve sonrasinda 1,0-11,6 pH araliginda alinan ¢o6zelti
orneklerinin 190-400 nm araliginda UV-Vis spektrum taramasi tek tek alinarak kaydedilmistir.

Elde edilen spektrofotometrik veriler, iki farkli hesaplama yontemiyle degerlendirilmistir. Bu
hesaplama yoOntemlerinden ilki, STAR programidir. Bu program bilesigin iyonlasma/protonasyon
sabitini hesaplayabilmek icin coklu dalga boyunda elde edilen spektrofotometrik verilerden
yararlanir. Bir dogrusal olmayan regresyon programi olan bu program, deneysel olarak elde edilen
absorbans degerleriyle teorik olarak hesaplanan absorbans degerleri arasindaki farki minimum
yapana kadar Gauss-Newton algoritmasimi kullanarak bilesigin iyonlagsma/protonasyon sabitini
hesaplamaktadir (Beltran ve ark., 1993) (Denklem (1)).

Ns Nw

U= Z Z(Ai,j,den - Ai,j,hes)2 (1)

i=1 j=1

Burada ns ve nw sirasiyla spektrum ve dalga boyunun sayisini, Aijden V€ Aijnes, spektrum i’ deki j
dalga boyu i¢in deneysel ve hesaplanan absorbans degerlerini gosterir. Hesaplanan absorbans
degerleri li¢ basamakla elde edilir: Program 6nce tahmin edilen iyonlasma/protonasyon sabiti ve
deneysel sartlara gore her bir spektrum i¢in kiitle denkliklerini ¢6zer. Sonra coklu lineer regresyon

prosediirii, her bir bilinmeyen tiiriin molar absorbansini tayin eder ve son olarak da absorbans
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degerleri, tahmin edilen tiirlerin derisimi ve ilgili olan molar absorbanslardan tekrar hesaplanir
(Beltran ve ark., 1993)

Caligmada kullanilan bir diger yontem, log [ AHa-Ai)/(Ai-Aa)]-pH yaklagimidir. Bu yaklagimda
bilesigin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda log [AHa-Ai)/(Ai-Aa)]’in pH ile gosterdigi
dogrusal iliskiden yararlanilir. Bu dogrusal iliskiden elde edilen esitligin kesim noktasinin egim
noktasina oranlanmasiyla bilesigin pKa degeri belirlenir. Bu iligkide AHa bilesigin molekiiler
formunun absorbans degerini, Ajbilesigin iyonik formunun absorbans degerini, Aa ise ¢alisilan pH
degerinde bilesigin absorbans degerini ifade etmektedir (Salgado ve Vargas-Hernandez, 2014). Bu
caligmada, asiklovirin spektral verilerinden 250 nm’de maksimum absorbans gdsterdigi

belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Guanin (2-amino-1H-purin-6(9H)-one) DNA ve RNA nikleik asitlerinde bulunan bir
molekiildiir ve yapisal olarak iki halkaya sahip piirin smift azotlu bir bazdir. Guaninin yapisindaki
piirin halka yapisi, besgen imidazol halkasinin altigen piridin halkasina baglanmasiyla olusur. Guanin
halkasindan tiiretilen asiklovir, kimyasal yapisindaki asidik ve bazik fonksiyonel gruplardan dolay1

amfoterik 6zellik gostermektedir (Sekil 1).

A B
OH
o /;‘N\N/"\O,A\/f
M
M
<,? L —
5 4‘ Z/H\ NH
HN N NH, © N-;:<
H

Sekil 1. Bilesiklerin kimyasal yapisi: A) guanin, B) asiklovir.

Asiklovir polar bir bilesik olmasina ragmen (logP: -1,57), farkli farmakopelerde suda
¢ozlinlirligl zayif olarak belirtilmektedir (Arnal ve ark., 2008; Algahtani ve ark., 2022). Asiklovir,
genellikle yapisinda yaklasik %35 su olan hidrate formunda bulunmaktadir. Ancak c¢ozUnarlik
calismalarinda, asiklovir genellikle 150 °C’nin istiindeki sicakliklarda kurutulmus susuz formunda
kullanilir. Asiklovirin bu iki formunun c¢oziiniirliigiinde ¢ok bir fark olmamasmna ragmen susuz
formunun ¢oziiniirliigii daha zayiftir (Arnal ve ark., 2008).

Asiklovirin suda ¢ozlinlirligiiniin zayif olmasindan dolay1 su-organik ¢oziicli karigimlarinda
calisilmas: gereklidir. Stvi kromatografik yontemde, asiklovirin ¢dziinmesi i¢in kullanilan yiiksek

hacimde (%, h/h) organik ¢o6ziicii ve de bilesigin polar 6zellikte olmasi, onun iyonlasma ve
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protonasyon sabiti tayini i¢in bilesigin iyonlasmasindan kaynaklanan gerekli sivi kromatografik
davranigin elde edilememesine sebep olmaktadir. Ayrica, bilesigin amfoterik 6zellikte olmasindan
dolay1 da pKa tayinlerinde s1vi kromatografik kolonlarinin bir¢ogunun ¢aligma siirlarinin tizerindeki
pH’larda caligmak gereklidir. Boyle durumlarda sivi kromatografik yontemlere alternatif olarak
kullanilabilen en iyi yontem, UV-Vis spektrofotometrik yontemlerdir (Albert, 1984; Daldal ve ark.,
2017; Daldal ve ark., 2014; Daldal ve Demiralay, 2020). Bundan dolay1 bu ¢alismada, asiklovirin
iyonlagsma ve protonasyon sabiti tayininde UV-Vis spektrofotometrik yontem tercih edilmistir.
Asiklovirin UV-Vis spektrofotometrik olarak pKa tayininde %40, %45 ve %50 (h/h) asetonitril
iceren ACN-su ikili karigimlarinda ¢alisilmustir. Asiklovir pH 1,0-11,6 araliginda spektrofotometrik
olarak titre edilmis ve her 0,2 pH biriminde bir 6l¢lim alinarak yaklasik 50 spektrum taramasi
yapilmistir. Elde edilen veriler her pH degeri i¢in 199-400 nm araliginda ve 4 nm hassasiyetle
kaydedilmistir. Spektrofotometrik verilerin degerlendirilmesinde STAR programi ve log [AHa-
Ai)/(Ai-Aa)]-pH iligkisi kullanilmigtir. Bu sayede elde edilen verilerden hesaplanan $pK, degerleri
kiyaslanabilmistir. STAR programiyla calisilan ACN-su ikili karisiminda elde edilen spektral
davranig Sekil 2’de verilmistir. Ayrica asiklovirin maksimum absorbans gosterdigi 250 nm’deki log
[Ana-Ai)/(Ai-Aa)]-pH iliskisinden elde edilen dogrusal grafikler esitlikleriyle birlikte Sekil 3’de
verilmistir. Bu yontemler kullanilarak hesaplanan asiklovirin $pK, degerleri Tablo 1°de verilmistir.
A \ Absorbans Absorbans \ Absorbans

1.5

! —1,0 .
206,0 228,8 251,6 274.4 297,2 320,0 206,0 228,8 251,6 274,4 297,2 320,0 206,0 228,8 251,6 274,4 297,2 320,0
dalga boyu (nm) dalga boyu (nm) dalga boyu (nm)

Sekil 2. Asiklovirin spektral grafikleri: A) %40 ACN-su (h/h), B) %45 ACN-su (h/h), C) %50 ACN-su
(h/h)
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Sekil 3. log [Ana-Ai)/(Ai-Aa)]-pH iliskisinden elde edilen dogrusal grafikler:
ACN-su (h/h), C) %50 ACN-su (h/h); 1) $pK,,, 2) spKq,
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Tablo 1. Asiklovirin galisilan ACN-su ikili karisimlarinda hesaplanan §pK, ve $pK,, degerleri.

STAR log [Ana-Ai)/(A-Ax)]-pH
PARAMETRE o040 ACN~ %45 ACN %50 ACN | %40 ACN  %45ACN %50 ACN
(h/h) (h/h) (h/h) (h/h) (h/h) (h/h)
SPKq, 2,115 2,059 1,997 2114 2,059 1,994
SPKq, 9,519 9,562 9,605 9,517 9,562 9,602

Tablo 1°deki veriler incelenildiginde ACN-su ikili karisimlarindaki ACN hacimce ylizdesinin

(%, h/h) degismesiyle asiklovirin her iki yontemle de hesaplanan pK, degerlerinde ¢ok az bir kayma

oldugu goriilmektedir. Bu durum, yapisinda guanin halkasi bulunduran bilesiklerden beklenen bir

durumdur (Jang ve ark., 2003; Gonzéales-Olvera ve ark., 2015; Daldal ve Demiralay, 2020) ve ACN-

su ortamlarindaki ACN’nin hacimce yiizdesinin degisimiyle asiklovirin hidro-organik ¢o6ziictideki

solvasyonunun degismesinden kaynaklanmaktadir (Kazakevich ve Lobrutto, 2009). Ayrica, her iki

yontemle hesaplanan $pK, degerleri arasindaki uyum dikkat ¢ekicidir.

Tablo 1°de verilen $pK,, degeri asiklovirin guanin halkasinda 7 konumunda bulunan azotun

protonasyonundan, $pK,, degeri ise asiklovirin guanin halkasinda 3 konumunda bulunan azotun

iyonlagsmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 1). Bu durum asiklovirin iyonlagsma dengesinde agik bir

sekilde goriilmektedir (Sekil 4).

OH
. /\ N /\o/\\/
HN
— pKay
NH SN

Sekil 4. Asiklovirin iyonlagma davranisi.
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Bu ¢alismada, asiklovirin sudaki ¢6ziintirliigliniin yetersiz olmasindan dolay1 bilesigin WwpK,,
degerlerinin belirlenmesi icin mol kesri (Xacn)- spK, ve Yasuda-Shedlovsky yaklagimlarindan
yararlanilmistir (Yasuda, 1959; Shedlovsky, 1962; Takacs-Novak ve Box, 1997; Avdeef, 2003;
Daldal ve Demiralay, 2020). Bu yontemlerin uygulanabilmesi i¢in en az ii¢ en fazla alt1 farkli organik
¢oziicii-su ortamlarinda belirlenmis $pK, degerlerine ihtiya¢ duyulur (Herrero-Martinez ve ark.,
2008; Daldal ve ark., 2017).

Xacn-3pK, yonteminde, caligilan su-organik ¢oziicii karigimlarindaki asetonitrilin mol kesri
degerleri (Xacn) ile bu ortamlarda elde edilen $pK, degerleri arasindaki dogrusal iliskiden yararlanilir
(Takécs-Novak ve Box, 1997; Daldal ve ark., 2014; Daldal ve ark., 2017; Daldal ve Demiralay, 2020).
Bu dogrusal iligkiden elde edilen esitligin kesim noktasi, bilesigin ypK, degerini vermektedir.
Asiklovirin her iki $pK, tayin yonteminden elde edilen veriler kullanilarak belirlenen esitlikler

standart sapma degerleriyle birlikte Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Asiklovirin Xacn-3pKj, iliskisinden elde edilen esitlikler

Yontem wbK, Esitlik r
wpKq, sPK,, = —1,957(0,024)X + 2,460(0,005) 0,999
STAR w s _
wbKa, sPK,, = 1,439(0,035)X + 9,266(0,007) 0,999
wpPKa,  3pKa, = —2,004(0.048)X + 2,468(0,010) 0,999
wbKa, sPKy, = 1,412(0,062)X + 9,270(0,013) 0,999

log [Ana-A))/(A-An)]-pH

Tablo 2’de goriilen pozitif egim Xacn degeri arttikga asiklovirin $pK, degerinin arttigini,
negatif egim ise Xacn degeri arttikga asiklovirin §pK, degerinin azaldigini ifade etmektedir.

Asiklovirin yWpK, degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan bir diger yontem olan Yasuda-
Shedlovsky yaklasiminda, c¢alisilan ACN-su ikili karigimlarinin dielektrik sabitlerinin tersi (1/ s),
calisgtlan ACN-su ikili karisimlarinda elde edilen bilesigin $pK, degeri ve suyun molar
konsantrasyonunun logaritmasi (ipK, + log [H20])’s1yla iliskilendirilir. Bu yaklasimda $pK, + log
[H20] degerleri 1/ ¢ degerlerine kars1 grafige gecirildiginde, dogrusal bir iligki elde edilir ve bu
esitlikte ilgili yere saf suyun molar konsantrasyonunun logaritmasinin ilave edilmesiyle, bilesigin
wpK, degeri hesaplanir (Denklem (2)) (Yasuda, 1959; Shedlovsky, 1962). Asiklovir i¢in Yasuda-
Shedlovsky yaklagimindan elde edilen esitlikler Tablo 3’de verilmistir.

pK, + log[H,0]l = ac™ 1 +b (2)
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Tablo 3. Asiklovir igin Yasuda-Shedlovsky yaklagimina gére elde edilen esitlikler

SpKa + log[H,0] = a, €1

Yontem '(AF]C/:h';' € WoK, +b, " N
a (egim) b (kesim)
40 62,331
STAR 45 60109 wPKa 99,691 5,441 0999
50 57914 wpK,, 66,871 10,173 0,999
W -
log [An-AVA-AN]- yo  oasel whla, 020 5,479 098
i 50 57014 wPKe, 65540 10,194 0,999

STAR programi ve log [Ana-Ai)/(Ai-Aa)]-pH iligkisi ile hesaplanan pK, degerleri kullanilarak
Xacn- 3pK, ve Yasuda-Shedlovsky yaklagimlariyla hesaplanan ;vpK, degerleri Tablo 4’de literatiir
degerleriyle birlikte verilmistir. Buna gore, Tablo 4’deki veriler incelendiginde, her iki yontem igin
her iki yaklasimdan hesaplanan sonucglarin hem birbiriyle hem de literatiir degerleriyle uyumu

gorulmektedir.

Tablo 4. Asiklovirin Xacn-3pK, ve Yasuda-Shedlovsky yaklasimlariyla hesaplanan }ypK, degerleri

Yontem wpKqg Xacn-5pK, Yasuda-Shedlovsky Literatlr
w.
pK, 2,460 2,424
STAR e
wPKa, 9,266 9,283 2,27
log [Ana-A)/(Ai-Aa)]-  wPKa, 2,468 2,432 9,27
pH wpKa, 9,270 9,287

*(Soleimani ve ark., 2016)

4. Sonuclar ve Oneriler

Bu ¢alismada Herpes simpeks ve varicella zoster viriislerine kars1 giiclii antiviral etki gosteren
asiklovirin iyonlasma ve protonasyon sabiti tayini, UV-Vis spektrofotometrik ydntemle
gerceklestirilmistir.  Spektrofotometrik  yontemde elde edilen verilerin $pK, tayini igin
degerlendirilmesinde iki farkli yontem kullanilmis bdylece, hesaplanan $pK, degerlerinin tutarliligi
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, ¢alisilan ACN-su ikili karigimlart i¢in hesaplanan
spK, degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir. Bu durum $pK, degerlerinin
giivenilirligini kanitlamaktadir. Ayrica, bu ¢alismada belirlenen $pK, degerleri asiklovirin organik
¢oziicii-su ortamlar1 i¢in elde edilen literatiirdeki ilk verilerdir. Calismada asiklovirin yetersiz
¢oziiniirliigiinden dolay1 ACN-su ikili karigimlarinda belirlenen $pK, degerleri kullanarak Yasuda-
Shedlovsky ve Xacn-ipK, yaklasimlariyla, bilesigin ypK, degerleri belirlenmistir. Her iki
yontemden hesaplanan ,pK, degerlerinin birbiriyle ve literatiirdeki degerlerle uyumu dikkat

cekicidir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, viriislerin sahip oldugu potansiyel riskler goz oniine
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alindiginda literatiirdeki veri eksikligini gidermek adina, hem ters faz sivi kromatografik analitik
prosediirlerin optimizasyonu c¢aligmalar1 i¢in hem de var olan bilesigin gelistirilmesi veya yeni
bilesiklerin sentezlenmesi i¢in gerekli ¢oziiniirliik, absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim gibi

fizikokimyasal davraniglar hakkinda ¢alismacilara 6nemli bilgiler saglayacaktir.
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