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Anahtar Kelimeler Oz: Ters faz sivi kromatografi (RPLC) yéntemi asidik ve bazik fonksiyonel grup
RPLC, o iceren bilesiklerin iyonlasma/protonasyon (pKa) sabitlerinin tayini igin tercih
Karboksilik asit grubu, edilmektedir. pKa degeri, ilaglarin absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim,

Iyonlagma sabiti,

Hidrofilik bilesik toksitite (ADMET) o6zelliklerini tahmin etmeye yarayan 6nemli bir parametredir.

Sunulan bu ¢alismada, pravastatinin su-asetonitril ikili karisiminda pKa degerinin
tayini icin RPLC metot gelistirilmis ve asetonitrilin mobil fazdaki miktarinin
degisimiyle pravastatinin kromatografik davranisi da belirlenmistir. Calisma
Niicleosil C4 (250x4,6 mm, 5 um) kolonda, 37°C’de ve 1 mL/dakika sabit akis
hizinda gergeklestirilmistir. Elde edilen alikonma verileriyle dogrusal olmayan
model kullanilarak bilesigin pKa degeri belirlenmistir. Hidrofilik 6zellikte olan
pravastatinin su ortamindaki pKa degeri farkli organik modifiyer-su karisimlarinda
tayin edilen mobil faz pKa degerleri ve asetonitrilin makroskopik sabitleri (mol
kesri, dielektrik sabiti, vs.), ¢oziicii-¢6zilinen arasindaki spesifik solvasyon etkilesim
parametreleri kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu 6nemli fizikokimyasal
parametrenin literatiir verileriyle uyumlu oldugu gorilmistir.

Determination of Ionization Constant Value of Pravastatin in Water and Water-
Acetonitrile Binary Mixtures by RPLC Method

Keywords Abstract: Reverse phase liquid chromatography (RPLC) is preferred for the
RPLC, o determination of ionization/protonation (pKa) constants of compounds containing
Carboxylic acid group, acidic and basic functional groups. The pKa value is an important parameter to

Ionization constant,

Hydrophilic compound predict the absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity (ADMET)

properties of drugs. In this study, RPLC method was developed for the
determination of pKa value of pravastatin in water-acetonitrile binary mixture and
the chromatographic behavior of pravastatin was determined by changing the
amount of acetonitrile in the mobile phase. The study was carried out in Nucleosil
C4 (250%4,6 mm, 5 pm) column, at 37°C and at a constant flow rate of 1 mL/min.
With the obtained retention data, the pKa of the compound was determined using
nonlinear model. The pKa value of hydrophilic pravastatin in water was calculated
using the mobile phase pKa values determined in different organic modifier-water
mixtures and the macroscopic constants (mole fraction, dielectric constant, etc.) of
acetonitrile, specific solvation interaction parameters between the solvent and the
solute. It has been observed that this important physicochemical parameter
calculated is compatible with the literature data.

1. Giris sinifina ait bir kolesterol diisiiriicii ajandir ve su anda

hiperkolesterolemiyi tedavi etmek ve koroner kalp
Statin grubunu igeren ilaglar dislipidemi tedavisinde hastalig ile iligkili morbidite ve mortaliteyi énemli
kullanilan en etkili ve tolere edilebilen ajanlardir. 6lciide azaltmak i¢in kullanilan en sik ve etkili receteli
Ayrica Diinya’da en yaygin kullanilan farmasétik ilag ilaclar arasindadir [2]. Diinyada artan jenerik ilag¢
gruplarindan birisidir. Bu ilaclar 3-hidroksi-3- endiistrisi pazari nedeniyle, bu ilaglarin tayini icin
metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktazin analitik metotlarin gelistirilmesi gereklidir. Yapilan
kompetitif inhibitorleridir [1]. Pravastatin, statin literatiir taramasinda pravastatinin tayini i¢in yiiksek
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performans sivi kromatografi (HPLC) [3-5], kapiler
elektroforez [6], elektroanalitik yontemler [7-8]
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu ydntemler
arasinda ila¢ endiistrisinde yaygin sekilde kullanilan
HPLC yontemi, pravastatinin Kkalitatif ve kantitatif
tayini i¢in tercih edilmektedir.

Ters faz HPLC metodu (RPLC), sivi kromatografik
tekniklerin icerisinde en popiiler olanidir. Diisiik
molekiil agirlikli numune analizlerinin neredeyse
%380-90'1 bu metot kullanilarak gergeklestirilmektedir
[9]. Hem alikonma hem de seciciligi ayni anda
saglayarak asidik, bazik ve nétral yapidaki bilesiklerin
tayini gerceklestirilebilmektedir. Bu kromatografik
tayin kimyasal olarak modifiye edilmis sabit fazlar
kullanilarak gerceklestirilmektedir. ila¢ endiistrisinde
ters faz swv1 kromatografi ayirmalar1 i¢in yapilan
uygulamalarda silika esasli dolgu materyalleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda basarili bir
ayirma i¢in mobil fazdaki organik modifiyerin tipi,
eluent bilesimi, pH ve tampon derisimindeki degisim
saglanmalidir. Tayin edilen bilesik iyonlasabilir ise
mutlaka mobil faz pH’si, sicaklik ve mobil fazdaki
organik ¢oziicii derisimindeki degisimden etkilenir.
Mobil fazin gilici sadece organik ¢06ziiciiniin
derisimine bagh degil aym1 zamanda kullanilan
¢oOziiciiniin tipine de baghdir. Bu ¢alismada kullanilan
asetonitril (ACN), polar aprotik bir ¢6ziiciidiir ve hem
suda hem de polar ¢oziiciilerde ¢6ziinme 6zelligine
sahiptir. Su ile farkli hacimlerde organik c¢oziicii
karistirilarak olusturulan hidroorganik karisimlarda,
¢oziici miktarindaki degisime bagh olarak RPLC’de
analizlenen bilesigin alikonma davranisinda etkin bir
degisiklik gozlenebilir [9-10]. Bunun yaninda
iyonlasan  bilesiklerin = analizinde,  analitlerin
iyonlagsma/protonasyon (pKa) degerlerinden en az bir
birim uzakliktaki mobil faz pH’1 kromatografik tayin
icin tercih edilebilir. pKa 6nemli bir fizikokimyasal

parametredir. Analitin pKa degerleri, iyonlasan
bilesiklerin ¢ozinirligini etkiledigi gibi
farmokinetik (ADME-absorpsiyon, dagilim,

metabolizma, atilim) 6zelliklerinin belirlenmesinde de
etkin bir parametredir. Bu parametrenin tayini icin
kullanilan potansiyometrik  titrasyonlar ve
spektrofotometrik analizler, eger bilesik saf degilse
suda az ¢oziinliyorsa, belirgin bir kromofor grubu
yoksa ve miktar1 azsa sorun teskil edebilir.
Analizlenen iyonlasan bilesiklerde ¢ok az miktarin
yeterli olmasi, bilesigin safliginin ve ¢éziiniirliigiiniin
yeterli olmasi sarti gerekmediginden RPLC metodu
pKa degerlerinin tayininde daha ¢ok tercih
edilmektedir [11-13].

Calisilan mobil faz pH’s1 (3pH) ve analit alikonmasi
arasindaki iligki kullanilarak hidroorganik
karisimlarda analitin yapisindaki belirli fonksiyonel
grubun pKa (3pK,) degeri hesaplanabilir. izokratik
metotla gerceklestirilebilen bu tayinle glinimiizde
bircok ilag etken maddenin pKa tayini
yapilabilmektedir. RPLC metotla yapilan analizlerde
su ortaminda ¢6ziiniirliigii az olan bilesiklerin pKa
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tayini hidroorganik karisimlarda yapilmakta ve bu
ortamlarda elde edilen $pK, verileri kullanilarak su
ortamindaki pKa (WwrKy) degerleri
hesaplanabilmektedir [9,14].

Statin grubu bilesiklerden birisi olan pravastatin

hidrofilik ozellikte olup suda tamamen
coziinmediginden, hidroorganik karisimlar1 iceren
mobil  fazlar  kullanilarak RPLC  metoduyla

analizlenebilmektedir. Bu bilesik icin sinirh sayida
yapilan pKa ¢alismalarinda elde edilen veriler yiiksek
organik  ¢oziiciilerin  bulundugu ortamlarda
gerceklestirilmistir. Sunulan bu ¢alismada pravastatin
secilen su-ACN ikili karisimlarinda (%25, 30, 35, v/v)
¢ozllerek RPLC metoduyla analizlenmistir. Analiz icin
C4 kolon tercih edilmis ve sabit akis hizinda 1
mL/dakikada gerceklestirilmistir. Kolon sicaklig
37°C’de yapilan kromatografik analizler sonucunda
bilesigin mobil fazdaki pH degisimine bagl olarak
alikonma zamanindaki (tr) degisim incelenmistir. pH-
tr arasindaki dogrusal olmayan iliski kullanilarak
pravastatinin %25, 30, 35 (v/v) ACN iceren ACN-su
ikili karisimlarindaki $pK, degerleri belirlenmistir.
Mobil fazda kullanilan asetonitrilin makroskopik
sabitleri (mol kesri, dielektrik sabiti), ¢dziicii-¢6ziinen
iliskisinin kullanildig spesifik solvasyon
etkilesimindeki farkliliklara bagl olan parametreler
ve $pK, degerleri kullanilarak hidrofilik bilesik
pravastatinin ypK, degeri hesaplanmistir. 37°C’'de
elde edilen bu deger Abraham ¢6ziinen parametreleri
kullanilarak [15], 25 °C i¢in de deneysel bir ¢alisma
yapilmadan tahmin edilmistir. Ayrica bilesigin farkl
pH degerlerinde iyonlasma derecesi Henderson-
Hasselbach esitligi ile belirlenmistir [16].

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar ve standart c¢o6zeltilerin
hazirlanmasi
Bu calismada kullanilan kimyasallar analitik

safliktadir ve herhangi bir saflastirma islemine tabi
tutulmamistir. Pravastatin (%98 saflikta) Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan, asetonitril,
sodyum hidroksit (NaOH), o-fosforik asit (0o-H3zP04) ve
potasyum hidrojen ftalat (KHP) ise Merck (Darmstadt,
Germany) firmasindan temin edilmistir.

pH analizleri i¢in yapilan elektrot kalibrasyonunda,
KHP ¢ozeltisi 0,05 mol/kg derisimde ¢alisilan su-ACN
ikili karisimlarinda ¢oziilerek hazirlanmistir [17].
Pravastatin su ortaminda ¢o6ziiniirligia (logS: -4,75)
[18] az oldugundan ¢alisilan %25, 30, 35 (v/v) ACN
iceren su-ACN ikili karisimlarinda ¢oziilmiis, 100
pg/mL  derisimde hazirlanmistir. Bilesik giines
15181ndan uzak, +4°C’de saklanmistir.

2.2. Kullanilan cihazlar ve kromatografik kosullar

Pravastatinin kromatografik analizleri icin Shimadzu
HPLC cihaz1 kullanilmistir (Kyoto, Japan). Kullanilan
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sistem UV dedektor (SPD-20A), kolon firmi (CTO-
20A), pompa (LC20AD), degazer (DGU-20A3) ve
manuel enjeksiyon sisteminden olusmaktadir. Mobil
faz pH analizleri icin Mettler Toledo marka pH analiz
cihazi (Schwerzenbach, Switzerland) kullanilmistir.
Calisma boyunca kullanilan ultra saf su Direct-Q3 UV
su saflastirma sisteminden (Millipore, Bedford, MA,
USA) temin edilmistir.

Bilesigin kromatografik analizi i¢in karbon icerigi %2
ve pH calisma aralifl 2-8 olan Niicleosil C4 kolon
(250x4,6 mm, 5 pm; Macherey-Nagel) tercih
edilmistir. %25, 30, 35 (v/v) ACN iceren su-ACN ikili
karisimlarinda hazirlanan mobil faza 30 mM o-H3PO4
ilave edilmis ve istenilen pH degeri 1 M NaOH ¢6zeltisi
kullanilarak ayarlanmistir. Mobil faz pH’s1 3,5-8,0
arasinda tutularak, pravastatinin kromatografik
alikonma davramist ve $pK, degeri belirlenmistir.
Bilesik 239 nm’de UV dedektérle analizlenmis ve 1
mL/dakika akis hizinda; 37°C'de tayin edilmistir.
HPLC sistemine 20 pL enjekte edilen bilesik ii¢ tekrarlt
olarak analizlenmis ve Kkesinligi yiiksek olan bu
analizin bagil standart sapma degeri %1’nin altinda
hesaplanmistir.

2.3. Teorik alikonma zamani ve {pK, verilerinin
hesaplanmasi

Pravastatinin ¢alisilan hidroorganik ikili karisimlarini
iceren mobil faz pH degisimlerine bagh olarak tR
degerleri RPLC metoduyla belirlenmis ve bu veriler
kullanilarak dogrusal olmayan regresyon programiyla

(NLREG) 3$pK, degerleri ve iyonlasmis ve
iyonlasmamis formlarinin ug¢ tr (HA, A’) degerleri
hesaplanabilmistir ~ [19]. NLREG  programiyla

hesaplanan bu veriler kullanilarak teorik tr degerleri
hesaplanmistir. Teorik ve deneysel veriler arasindaki
uyum artik kareler toplami ile (RSS) ile verilmistir.

3. Bulgular

Oktadesil silika kolonlar (C18) ¢ogunlukla hidrofobik
bilesiklerin analizlerinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin analizi icin se¢ilen bu
kolonlar gereksiz ¢oziicli kullanimina sebep olmakta
ayrica analiz zamanini gereksiz yere uzatmaktadir.
Bunun 6niine ge¢cmek icin analizlenen bilesigi kolonda
daha az tutma 6zelligi olan kolonlar tercih edilmelidir.
Bilesigin lipofilisite sabiti logPo/w:3,01’dir [18].
Kimyasal yapisindaki hidroksil grubundan dolay:
diger statin grubu bilesiklere gore orta derecede
hidrofilik bir bilesik olan pravastatinin kolonda daha
az tutunmasi i¢in Niicleosil C4 kolon (250x4,6 mm, 5
um; Macherey-Nagel) tercih edilmistir. Bu kolon orta
yogunlukta monomerik biitil (C4) grubu ile modifiye
edilmis silika esasli bir kolondur. Tamami gézenekli
(300 A°®), kiiresel yapidaki parcaciklardan olusmustur.
Kolon bu tip 6zelliklerinden dolay: tercih edilmistir.
Ayrica kolonun etkin tabaka sayisinin yiiksek olmasi
(7601) ve kuyruklanma faktoriiniin (1,403) de 2’'den
diisiik olmasi bilesigin simetrisinin iyi oldugunu
gostermektedir.

Bu calismada segilen kolonda, 37°C sicaklikta, sabit
akis hizinda pravastatin analizlenmistir. Calisilan her
bir mobil faz pH degerinde bilesigin tr degeri g
tekrarli olarak belirlenmis ve ortalama tr degeri
kullanilmistir. Mobil fazdaki ACN ve pH degisimine
bagh olarak elde edilen deneysel tr degerleri NLREG
programinda analizlenmistir. Elde edilen $pK,; ve
trua » tra— degerleri standart sapma degerleriyle
birlikte Tablo 1'de verilmistir [19].

Tablo 1. NLREG programi ile hesaplanmis $pK,; ve tgya,

tra- verileri
% ACN
(ov v) sPKa1 trHA tra-
25 5296 £ 0,046 14,831+0,186" 5,331+0,136"
30 5,488 +£0,065* 7,859 £0,103* 3,870+ 0,086"
35 5,697 £0,099* 5360 *0,065 3,619 £ 0,062"
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*Standart sapma

Bilesigin iyonlasma dengesi, Sekil 1’de gdsterilmistir.
Calisilan her bir ACN yiizdesindeki degisime bagh
olarak degisen $pK,, degerleri, bilesigin yapisindaki
karboksilik asit grubuna aittir. Bu fonksiyonel grup,
diger statin grubu bilesiklere gére daha hidrofilik
ozellik saglamaktadir.

R o,

1. Pravastatinin iyonlasma dengesi [20]

HO

Sekil

Pravastatinin ¢ekirdek yapisinda bulunan -OH
grubuna ait pK,, degeri, kolonun calisma araliginin
disinda oldugundan bu deger tayin edilememistir.
Tablo 1'de goriildiigli gibi mobil fazdaki ACN miktari
arttikca bilesigin  $pK,; degeri de artmaktadir. Bu
durum asidik o6zellikteki bilesigin pKa degerinin
tayininde literatiirdeki benzer karboksilik asit grubu
iceren bilesiklerin verileriyle uyum icerisindedir [14,
21,22]. %30 ACN (v/v) iceren asetonitril-su ikili
karisimlarinda mobil faz pH’sina bagh olarak tr
degerinin degisimini gésteren kromatogram Sekil 2’de
verilmistir. NLREG programindan elde edilen pH- tr
iliskisi ¢alisilan ii¢ ortam i¢in Sekil 3’de gdsterilmistir.

Tme 638% mien. 103078

T g0 | ‘\ H

pH6S

........ o | !
\ S
\ !

pHS0

pH4S

1 ) ) ) 50 a0 70 ) 0 100 110 min

Sekil 2. pH-tr iliskisini gosteren kromatogram
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Tablo 2. Pravastatin i¢in deneysel ve hesaplanmis teorik alikonma zamani degerleri

% 25 ACN (v/v) % 30 ACN (v/v) % 35 ACN (v/v)
theneysel tRrteorik (tt:ie::]t;;l- theneysel treeorik (::lil::(’;ezl- theneysel tRteorik (tt:l:_;}sezl-
15,009 14,681 0,107 7,959 7,818 0,020 5,506 5,349 0,025
14,321 14,374 0,003 7,721 7,733 0,000 5,326 5,326 0,000
13,046 13,521 0,226 7,442 7,487 0,002 5,165 5,256 0,008
11,795 11,640 0,024 6,690 6,880 0,036 4911 5,069 0,025
9,112 8,986 0,016 5,893 5,837 0,003 4,775 4,683 0,008
6,882 6,899 0,000 4,885 4,808 0,006 4,169 4,197 0,001
5,715 5,890 0,031 4,292 4,224 0,005 3,944 3,856 0,008
5,566 5,515 0,003 4,198 3,989 0,044 3,711 3,702 0,000
5,594 5,390 0,042 3,820 3,908 0,008 3,628 3,646 0,000
5,212 5,350 0,019 3,665 3,882 0,047 3,572 3,628 0,003
RSS 0,470 RSS 0,171 RSS 0,078
15 3000 A
2300 ¥ =5,331x + 14,831
= zooo r=1
E : 3 ‘ ' 4 5 6 7 8 - SD:
E L] o 100 200 K-‘??Iﬂ_li] 400 500 600
E 4
N - B
3 1200 v =3,87x + 7,859
E \ % 1:i r=1
E 32 40 48 56 64 72 a0 u‘é .
4 \ 100 15}:{3”’[Hiz]::
C
V= 3.6{9‘\: + 5,36
2 = & R==1
32 40 48 pH 56 64 12 B0 § i
Sekil 3. NLREG programu ile pH-tr iliskisi 5 300
NLREG programindan elde edilen {pK,; ve tgya, tra- b
degerleri kullanilarak teorik tr degerleri Esitlik 1 e

kullanilarak hesaplanmistir [23].

treeorik = tRHA (%) A ([H':;il(a)

(1)

Bu esitlik kullanillarak pravastatinin = c¢alisilan
hidroorganik karisimlardaki ve pH degerlerindeki
treeoric degerleri hesaplanmistir. Elde edilen veriler
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2 incelendiginde elde edilen artik kareler
toplaminin (RSS) oldukea kii¢lik oldugu, deneysel ve
teorik degerlerin Dbirbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda K,/[H* ] verilerine
karsin tgeeorik (1 + Ko /[H*] ) grafige gecirildiginde
elde edilen dogrusal fonksiyonun egim ve kesim
degerleri sirasiyla tg4-, trya degerlerini vermektedir.
Bu dogrusal iliskiyi gosteren grafikler Sekil 4’de
verilmistir. Elde edilen egim ve kesim degerleri de
NLREG sonuglariyla birebir uyumludur.
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Sekil 4. K, /[H"] - trreoric (1 + Ko /[H]) dogrusal iliskisini
gosteren grafikler A) %25 ACN-su, B) %30 ACN-su, C) %35
ACN-su ortami

Pravastatinin su ortaminda ¢oziiniirligi (logS: -4,75)
[18] az oldugundan, ¢alisilan %25, 30, 35 (v/v) ACN
iceren su-ACN ikili karisimlarinda RPLC metoduyla
analizlenmis ve bilesigin $pK,; degeri NLREG
programiyla hesaplanmistir. Bilesik su ortaminda
¢oziinemediginden RPLC’de su ortamda analizlenmesi
miimkiin degildir. Bunun i¢in farkll yaklasimlar
kullanarak pravastatinin su ortamindaki pKa (}ypK, )
degeri hesaplanabilmektedir. Ilk olarak calisilan
ACN’nin hacimce ytizdelerine karsilik gelen mol kesri
(Xacn)  degerleri  kullamlmistir  [24]. NLREG
programiyla  belirlenmis  $pK,; degeri, Xacn
degerlerine karsi grafige gecirildiginde elde edilen
dogrusal fonksiyonun kesim degeri pravastatinin su
ortamindaki pKa (},pK,, ) degerini vermektedir (Sekil
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5). Ikinci yaklasimda Yasuda-Shedlovsky (YS)
metodunda §pK,, +log[H20] degerleri, 1/¢’a karsi
grafige gecirilerek dogrusal bir iliski elde edilmistir
[25]. Bu yaklasimda kullanilan asetonitrilin dielektrik
sabiti (¢) degerleri Barbosa ve ark. tarafindan
hesaplanmistir [24].

y=7,712x + 4,525
r=1

) *
2 545
54
535
5.3 .
5.25
0,09 0.1 011 012 013 0,14 015 0.16
Kacw
745
K]
74
S y=402,93x + 1,185
35
. r=1
S 73
I _
E 2D
2 ., -
¥ 2
s 715
a,
7.1
7.05
.
0,0144 00146 00148 0,015 0,0152 00154 0,0156

1/e

Sekil 5. pK,;- Xacn ve Yasuda-Shedlovsky yaklasimlari ile
wpPK,, degerlerinin hesaplanmasi

Ugiincii yaklasimda ise alifatik karboksilik asit grubu
iceren  bilesigin, % ACN(v/v) ortamlarinda
hesaplanmis as ve bs degerleri kullanilarak,
pravastatinin su  ortamindaki }ypK,; degeri
hesaplanabilmektedir (Esitlik 2) [26].

sPKa1 = as.wpKay + bg (2)
Hesaplamalarda kullanilan as ve bs degerleri Tablo
3’de verilmistir.

Tablo 3. Hesaplamalarda kullanilan as ve bs degerleri [26]

%ACN (v/v) %25 %30 %35
as 1,107 1,118 1,228
bs 0,180 0,289 0,317

bs, ¢ozlicii ve su arasindaki ¢oziinene; as ise, ¢oziinen
ve ¢oziicliye bagl olan spesifik solvasyon etkilesimleri
arasindaki farkliliklara bagh olan parametrelerdir
[26]. Bu ¢ yaklasim kullanilarak pravastatin igin
hesaplanan ypK,; degerleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4’teki veriler incelendiginde 37°C igin
hesaplanmis ypK,,; degerlerinin birbiriyle uyumlu
oldugu goriilmektedir. Deneysel olarak secilen
sicaklikta (37°C) hesaplanan \}pK,, degeri ve asidik
gruplar i¢in  belirlenmis = Abraham ¢6ziinen
parametreleri (Tablo 5) Esitlik 3 ve Esitlik 4’te yerine
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konuldugunda ApKa degeri ve deneysel bir ¢alisma
yapmadan pravastatinin 25°C'deki pK,,; degeri
hesaplanabilmektedir [15].

Tablo 4. Pravastatin i¢in farkli yaklasimlarla hesaplanmis
wpPK,q degerleri

SPK .. - X Yasuda-
sPRa1 ~ PAN - ghedlovsky 3. yaklasim
iliskisi
metodu
wPKay 4,525 4,574 4,551

ApK, = kopK,> + co + o1 X, + ¢, X B + ey +
c4Ry + cs5V, (3)
ApK, = pKa37 - pKa25 (4‘)

Tablo 5. Abraham ¢6zlinen parametreleri

ko Co ¢ Z ! o Z B,"
Asitler -0,022 0,123 0,093 0,045
C3T, 4R, sV,
-0,145 0,004 0,028

37°C sicaklikta $pK,; - Xacn iliskisi kullanilarak
bulunan WpK,; = 4,525 kullanildiginda 25°C igin
wpKgq1= 4,475 olarak hesaplanmistir. Sun ve Avdeef
tarafindan yapilan ¢alisma [15] incelendiginde asidik
fonksiyonel grup iceren bilesiklerin 25°C’deki pKa
degerleri, 37°C’de hesaplanan pKa. degerlerine gore
daha azdir. Bu sonu¢ yapilan hesaplamanin
dogrulugunu desteklemektedir.

Bir ilacin iyonlasma derecesi, ADME ozellikleri
lizerinde onemli bir etkiye sahiptir. iyonlasmayan
ilaclar hiicre membranini kolaylikla gecebildiginden,
ortam pH’s1 degistikce ilacin nasil iyonlastiginin
anlasilmas1 gerekmektedir. Bir ilacin belirli pH
degerlerinde iyonlasip iyonlasmadigr formlarin
belirlenebildigi iyonlasma yiizdesi Henderson-
Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir [16].
Pravastatin i¢in % iyonlasma, \pK,; degeri
kullanilarak hesaplanmistir. pH 1,5-11 araliginda %
iyonlasma degerlerini gosteren grafik Sekil 6’da
verilmistir.
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Asidik fonksiyonel grubunu igeren pravastatinin
%>50’sinin iyonlastig1 pH, pKa degerini vermektedir.
Sekil 6’ya gore bu bilesigin pKa degerinin yaklasik 2
birim altinda iyonlasmadig1 goriilmektedir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu calismada secilen bilesik pravastatin, diger statin
grubu bilesiklere goére yapisindaki hidroksil
gruplarindan dolay1 daha hidrofilik 6zellikte olmasina
ragmen yapilan ters faz swv1i  kromatografik
calismalarda yiiksek organik ¢oziicii iceren mobil
fazlarda analizlenmistir. Bu bilesigin RPLC metotla pKa
analizinde Talay ve ark. [27] tarafindan yapilan
calismada % 40-50 ACN (%v/v) iceren ACN-su ikili
karisimlarinda kapasite faktorleri tayin edilmistir.
Calisilan pH ve kapasite faktori iligkisi kullanilarak
su-ACN ikili karisimlarindaki pKa degerleri ve bu
degerler kullanilarak su ortamindaki pKa degeri
belirlenmistir. Calisma C18 kolonla, 25°C'de
gerceklestirilmistir. Hesaplanan },pK, degeri (4,429),
bu calismadaki \ypK,,degeri ile uyumludur. Canseven
ve arkadaslar1 [28] tarafindan yapilan ¢alisma 25°C’de,
% 50-65 metanol (%v/v) iceren metanol-su ikili
karisimlarinda gerceklestirilmistir. Calisilan
ortamlardaki pKa degerleri RPLC metotla belirlenmis
ve bu degerler kullanilarak su ortamindaki pKa degeri
hesaplanmistir. \wpK, degeri (4,564), bu calismadaki
wpK,, degeri ile uyumludur. Ishihama ve ark.
tarafindan kapiler elektroforez metoduyla
pravastatinin pKa degeri (4,360) belirlenmistir.

Bu calismadan elde edilen veriler pravastatinin
37°C’de belirlenmis ilk alikonma verileridir. Ayrica
literatlirde yapilan ¢alismalara gore daha az miktarda
organik ¢oziicli kullanilmistir. Bunun disinda herhangi
bir deneysel calisma yapmadan Abraham c¢o6ziinen
parametrelerini kullanarak bilesigin 25°C’deki su
ortamindaki pKa degeri de tahmin edilmistir.
Pravastatinin  37°C’'de  viicut sivilarinda ve
bolgelerindeki iyonlasma ytizdeleri de bu ¢alisma ile
hesaplanabilmistir. Bu calisma ile belirlenen verilerin
herhangi bir deneme yanilmaya ihtiya¢ olmadan siv1
kromatografik analizlerde metot optimizasyonu
calismalari i¢in 6ngori niteligi tasimaktadir.
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Bu c¢alismada, “Yiiksekogretim Kurumlart Bilimsel
Arastirma ve Yayin Etigi Yoénergesi” kapsaminda
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