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Oz

Bu ¢alismada bir nonsteroid anti-inflamatuvar ilag olan piroksikamin ters faz sivi kromatografi yontemiyle farkli asetonitril-su ikili
karisgimlarindaki ve sudaki asidik iyonlagma sabitleri (pKa) belirlenmistir. Piroksikamin kromatografik davranigina hareketli fazin pH’1
ve ¢0zlicli ylizdesinin birlestirilmis etkisini incelemek amaciyla SVEA C18 (5 um, 150 mm x 4.6 mm) YPSK analiz kolonu ve farkli
oranda asetonitril-su (%30, %35 ve %40 (h/h)) ikili karisimlarindan olusan, farkli pH degerlerine (3,13-6,18) sahip hareketli fazlar
kullanilmustir. Asidik iyonlagma sabitleri dogrusal olmayan regresyon modeli kullanilarak tahmin edilmistir. Piroksikamin sudaki pKa

degeri mol kesri-pK, yontemiyle hesaplanmustir. Veriler literatiirde farkli tekniklerle elde edilmis olanlarla kiyaslanmis ve uyumlu
oldugu gorillmiistiir.

Anahtar Kelimeler: pKa, Piroksikam, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi.

Determination of pK, Value of Piroxicam by High Performance
Liquid Chromatography

Abstract

In this study, acid ionization constants (pKa) of piroxicam, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, in different acetonitrile-water
binary mixtures and water were determined by reverse phase liquid chromatography method. SVEA C18 (5 pm, 150 mm x 4.6 mm)
HPLC analysis column and different ratios of acetonitrile-water (30%, 35%, and 40% (v/v)) binary mixtures with different pH values
(3.13-6.18) were used to investigate the combined effect of pH of the mobile phase and percentage of solvent on the chromatographic
behavior of piroxicam. Acidic ionization constants were estimated using a nonlinear regression model. The pKa value of piroxicam in
water was calculated by the mole fraction- pK, method. The data were compared with values obtained by different techniques in the
literature and were found to be compatible.
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1. Giris

Piroksikam (4-hidroksi-2-metil-N-(piridin-2-il)-2H-1,2
benzotiazin-3-karboksamid-1,2-dioksit) iyi bilinen bir nonsteroid
anti-inflamatuvardir. Fizyolojik bir pH'da iyonize olabilen ve
suda ¢oziinmeyen bir ilagtir. Ankilozan spondilit, romatoid artrit
ve steoartrit gibi kas-iskelet sistemi ve eklem bozukluklar ile
iligkili inflamasyonun akut veya uzun siireli tedavisi icin
kullanllan  bir analjezik ilagtir. Piroksikam, esas olarak
prostaglandin sentezi inhibisyonu ve ayrica lokosit gogli ve
fagosit aktivitesinin inhibisyonu ile bir anti-inflamatuar ajan
olarak hareket eder. (Starek & Krzek, 2009)
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Sekil 1. Piroksikamin molekiil yapist (Starek & Krzek,
2009).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) sagliktan
ziraate kadar fen bilimlerinin bircok alaninda duyarlilik,
tekrarlanabilirlik, nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilirlik,
sicaklikla kolayca bozunabilen veya ugucu olmayan bilesiklerin
ayrilmasina uygunluk gibi gesitli Gistiinliikleri nedeniyle siklikla
tercih edilen bir analitik aywrma teknigidir. Bir sivida
¢Oziinebilen bilesenlerin (ilag etken maddeleri, aminoasitler,
sekerler, vitaminler, antibiyotikler, pestisitler, gida katki
maddeleri, gida toksinleri vb.) bu teknik ile nitel ve nicel olarak
hassas, hizli ve giivenilir sekilde tespit edilmesi miimkiindiir
(Sezgin, Arli, & Can, 2021; Soyseven, Kaynak, Celebier, Aboul-
Enein, & Arli, 2020, Moldoveanu & David, 2002; Moldoveanu
& David, 2013a; Snyder, Kirkland, & Dolan, 2011).

YPSK yonteminde kullanilan hareketli faz polar ve
kullanilan kolon apolar ise teknik ters faz kromatografi adini alir.
Ters faz YPSK tekniginde, iyonlagabilir bir bilesigin alikonmast,
maddenin hidrofobikligine ve iyonizasyon derecesine baglidir,
bu da hareketli faz pH" ve analitin asidik iyonlagsma sabiti (pKa)
degeri ile dogrudan ilgilidir. Hareketli fazdaki organik madde
yiizdesinin de bu parametreleri etkiledigi bilinmektedir. Bu
nedenle, YPSK analizlerinde hassas, dogru ve kesin sonuglar
elde etmek icin pH kontrolii ¢ok oOnemlidir. YPSK
kromatogramlarinda elde edilen pikler ancak birbirlerinden tam
ayrildigr zaman tek bir molekiile ait olmus olur. Alikonma
faktorii (k') ve segicilik (o) degerleri iyi bir pik ayirimi elde edip
etmedigimizi gdsteren parametreler arasinda yer alir. Ozellikle
iyonize olabilen bilesiklerin analizinde, hareketli faz pH'indaki
kiigiik degisiklikler alikonma siirelerinde carpict degisiklikler
meydana getirebilir. Bu durum k' ve o degerlerini de etkiler.
Dolayistyla, ayrimda kullanilacak hareketli faz pH’inin
belirlenmesi Onemli bir yere sahiptir. (Han ve ark., 2012;
Moldoveanu & David, 2013a, 2013b; Rosés, Canals, Allemann,
Siigur, & Bosch, 1996; Subirats, Rosés, & Bosch, 2007; Tindall
& Dolan, 2003).

k' degeri, maddelerin bagil alikonmasinin bir ifadesidir ve
bir analitin bir kromatografi kolonundaki alikonma zamaninin
Olclistidii. Bu degerin hesaplanmasi i¢in maddelerin kolonda
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tutunma zamanlarinin (tr) yani sira tg adi verilen 6lii zamanin da
belirlenmesi gerekir. to kolonda tutunmayan maddenin alikonma
zamanini ifade eder. Genellikle urasil, potasyum bromiir (KBr)
gibi bilesikler tg belirteci olarak kullanilir. Bu deger Esitlik 1.’de
belirtildigi gibi hesaplanir;
© _tr—to
K=%
k' degerini sabit faz (kolon 6zellikleri) ve hareketli faz (organik
faz ylizdesi ve pH vs.) etkiler. Yapilan ¢alismalarda genel olarak

bu degerin 2-10 arasinda olmasi ideal olarak degerlendirilir.
(Skoog, Holler & Crouch, 2017).

Asidik iyonlagma sabiti (pKa), maddelerin farkli pH
degerlerindeki iyonlasma derecesinin bir élgiisiidiir. Ilag etken
maddeleri i¢in bu pKa degerleri ile maddenin farkli ortamlardaki
¢oOziiniirliikleri arasinda bir iliski vardir. Bu iliski ilaglarin
organizma i¢indeki davranisini belirlemeye olanak saglar.
Ilaglarin iyonlasma ozellikleri ¢dziiniirliik gibi fizikokimyasal
Ozellikleri yaninda metabolizma, proteinlere baglanma,
gegirgenlik gibi hiicre ve ila¢ arasindaki etkilesimlerle ilgili
parametreleri de etkilemektedir. (Ishihama ve ark., 2002).

Maddelerin pKa degerlerinin belirlenmesinde spektrometrik,
potansiyometrik ve klasik titrasyon yontemleri yaninda son
yillarda YPSK yontemi siklikla uygulanmaktadir. Titrasyon
yontemlerinin pK, tayini yapilacak madde icin uygun
coziiniirlik ve  fazla miktarda  6rnek  gerektirmesi,
potansiyometrik yontemlerin ¢ozlniirliigi 100 pM’dan yiiksek
bilesiklerle sinirli olmas1 YPSK ile pKj tayin yontemini 6n plana
¢ikarmaktadir. YPSK yontemi, disiik ¢oziiniirlikte, saflik
gerektirmeyen ve az miktarda Ornek ile maddelerin pKa
degerlerinin belirlenmesine olanak saglar. Dezavantajlar1 ise
standart sapmalarin nispeten yiiksek olmasi ve calisilan pH
araliginin  kolon stabilitesi ile sinirli olmasidir. Kullanilan
ilaglarin ¢ogunun diigiik ¢oziiniirliige sahip olmasi 6zellikle ters
faz YPSK yontemini 6n plana g¢ikarmaktadir. (Babic ve ark.,
2007; Demiralay, Alsancak ve Ozkan, 2009; Demiralay ve ark.,
2012).

YPSK yontemi ile pKa tayini, degisen hareketli faz pH
degerleri ile maddenin alikonma faktorleri arasindaki iliskiden
yararlanilarak gerceklestirilir. Alikonma faktorleri ve hareketli
faz pH degerleri kullanilarak elde edilen sigmoidal egrilerin
doniim noktalar1 maddelere ait pKa degerlerini verir. Maddenin
su ve organik ¢oziicli iceren ortamda elde edilen pKa degerleri
kullanilarak mol kesri-pKa yontemi ve Yasuda-Shedlovsky gibi
yontemlerle maddenin su ortamindaki pKa degeri hesaplanabilir
(Avdeef ve ark., 1999; Demiralay, Alsancak ve Ozkan, 2009;
Demiralay ve ark., 2012).

Bu caligmada, ters faz YPSK yontemi ile ¢esitli asetonitril-
su ikili karigimlarinda piroksikamimn pKa degerlerinin
belirlenmesi ve bu veriler kullanilarak mol kesri-pKa yontemi ile
piroksikamin sudaki pKa degerinin hesaplanmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Piroksikam ve Urasil standart maddeleri Sigma-Aldrich
(ABD), YPSK safliktaki ACN Merck (Almanya), pH
ayarlamalarimda kullanilan o-fosforik asit ve fosfat tamponu
hazirlamak i¢in kullanilan Na,HPO, Sigma-Aldrich (ABD)
firmalarindan, tiim standart ¢ozeltiler ve tampon hazirlamada
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kullanilan su (Adop: <0,55 pS/cm) ise Stakpure (Almanya)
ultra-saf su aritma sisteminden temin edilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Kromatografik ¢aligmalar i¢in entegre gradient pompa,
otomatik Ornekleyici, iletisim {initesi, kolon firni, foto diyot
dizisi dedektorii ve gaz giderme tinitesinden olusan Shimadzu
marka Nexera-i LC-2040C 3D model Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi cihaz1 (Tokyo, Japan) kullanilmustir. Veriler
YPSK sistemine bagli Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11
SP1 wveri analiz programi (Tokyo, Japan) ile islenmistir.
Cozeltiler icindeki ¢oziinmiis gazlarin uzaklastirilmasinda
LabCompanion marka CS-10 model ultrasonik banyo (Seoul,
Korea), tartim iglemlerinde Ohaus marka PA214C model hassas
terazi sistemi (USA), pH olgiimlerinde Mettler Toledo marka
SevenCompact S220 model pH/iyon metre  (isvigre)
kullanilmistir. Hareketli fazlar, BFC marka S2500 vakum
cihazina ile bitiinlesik mobil faz siizme diizenek sistemi ile
stizlilmistiir. Sabit faz olarak SVEA C18 (5 um, 150 mm x 4.6
mm) YPSK analiz kolonu kullamilmustir. Cozelti stizme
islemlerinde 50 mm ¢apli ve 0.2 um goézenek boyutuna sahip
Whatman (Almanya) rejenere seliloz membran filtreler,
piroksikam igeren ¢ozeltilerin siiziilmesinde ise 13 mm capinda
0.2 wm gozenek boyutuna sahip Orange Scientific (Belgika)
steril polivinildenfloriir (PVDF) membran filtreler kullanilmistir.

2.3. Standart ve Hareketli Faz Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

Pirosikamin standart stok ¢ozeltisi i¢in 25 mg piroksikam
standart maddesi tartilip 25 mL balon jojede ACN kullanilarak
¢oziilmils ve derisimi 1000 pg mL? olacak sekilde
hazirlanmigtir. Urasil standart stok ¢ozeltisi de aymi sekilde 25
mg urasil standart maddesi tartilip 25 mL balon jojede ACN
kullanilarak ¢oziilmiis ve derisimi 1000 pg mL™? olacak sekilde
hazirlanmistir.  Cozeltiler enjeksiyondan 6nce PVDF filtreler
aracih@ ile siiziilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 4 °C’de
buzdolabinda saklanmistir. YPSK analizleri i¢in piroksikam ve
urasil standart stok ¢ozeltileri hareketli fazlar ile seyreltilerek
son derisim piroksikam i¢in 100 pg mL™? ve urasil i¢in 10 pg
mL! olacak sekilde seyreltilmistir.

Fosfat tamponu hazirlamak i¢in 1,41 g Na;HPO, tartilarak
su ortaminda ¢6ziilmiis ve 1000 mL hacme tamamlanmistir.
Hazirlanan tampon ¢06zeltisi olasi ¢oziinmeyen partikiillerden
arindirmak igin seliloz membran filtreden vakum altinda
stizlilmistiir. Coziinmils gazlarn giderilmesi i¢in yaklagik 10 dk
ultrasonik banyoda tutulmustur.

Hareketli faz ¢ozeltileri sirasiyla fosfat tamponu (10 mM):
asetonitril (30:70 h/h); fosfat tamponu (10 mM): asetonitril
(35:65 h/h); fosfat tamponu (10 mM): asetonitril (40:60 h/h)
karigimi igerecek sekilde hazirlanmis ve 3,13-6,18 araliginda
degisen farkli pH’larda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Olgilimler
pHmetre araciligi ile yapilmis ve pH ayarlamalarinda o-fosforik
asit kullanilmistir.

2.4. Kromatografik Calismalar

YPSK calismalari, 1,0 mL.dk™? akis hizinda SVEA C18 (5
um, 150 mm x 4.6 mm) YPSK analiz kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analitlerin dedektor yanitlar1 254 nm dalga
boyuna ayarh foto diyot dizisi dedektor ile olgtilmiistiir. Kolon
sicakligr 25 °C, enjeksiyon hacmi ise 5 pL olarak uygulanmistir.
Hareketli faz olarak farkli pH degerlerinde (3,13-6,18)
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ayarlanmig olan ve sirasiyla ACN:fosfat tamponu (10 mM)
(30:70 h/h); ACN:fosfat tamponu (10 mM) (35:65 h/h);
ACN:fosfat tamponu (10 mM) (40:60 h/h) karisimi igeren seriler
kullanilmistir. Olii zaman belirteci olarak urasil kullanilmustir.
Olgiimler i¢ tekrarl olarak yapilmistir. Veriler ortalama degerler
ve standart sapmalar hesaplanarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

3. Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma

Piroksikamin pK, degerleri, %30, %35 ve %40 (h/h) ACN-
su ikili karigimlari i¢in pH 3,13-6,18 arasinda degisen hareketli
faz pH degerleri ile piroksikamin K' arasindaki sigmoidal iliskiye
gore belirlenmistir. Sekil 2.°de pH 3,13-6,18 arasinda degisen
hareketli faz pH degerleri i¢in piroksikamin optimum kosullar
altinda elde edilmis olan temsili kromatogrami verilmektedir.
Piroksikam gibi zayif asidik ilaclar bazik pH'da iyonize
olduklarindan, bazik mobil fazlar ile bir lipofilik C18 sabit
fazdan hizla, asidik hareketli fazlardan ise daha yavas eliic olma
egilimindedirler (Celebier ve ark., 2020). Yapilan ¢alismada bu
ifade ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Artan hareketli faz pH
degerine bagl olarak piroksikamin alikonma siiresinin azaldigi
goriilmektedir. Piroksikam, asidik pH'da (pH 3,13) daha ge¢ ve
nispeten bazik pH (6,18) degerlerinde daha erken kolonu terk
etmistir (Sekil 2).

mv

500 “

501 485 429
365 3,13

250

00 25 50 75 100

Sekil 2. Piroksikam i¢cin %40 (h/h) ACN-su ortaminda pH (3,13-
6,18) araliginda elde edilen temsili kromatogramlar

Hareketli fazin pH degeri k' degerlerine karsi grafige
gegirildiginde, pH ve k' degerleri arasinda Sekil 3’de verilen
sigmoidal iligkiler elde edilmistir. Bu iliskilerden %30, %35 ve
%40 (h/h) ACN-su ikili karigimlari i¢in piroksikamin pKa
degerleri hesaplanmistir (Tablo 1). Bu degerlerin literatiirdeki
degerlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Celebier ve ark., 2020;
Demiralay ve ark., 2009).

Tablo 1. Piroksikamin %30, %35 ve %40 (h/h) ACN-su
ortamlarindaki pKa, degerleri

ACN (%) pKatSS
30 4,839+0,037
35 5,003+0,010
40 5,124+0,005
SS: standart sapma
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Sekil 3. Piroksikamin %30,
ortamlarindaki pH-k' iligkisi

%35 ve %40 (hW/h) ACN-su

Piroksikamin sudaki pka degerinin hesaplanmasi igin ise
mol kesri-pKa yaklagimi kullanilmigtir. Hareketli fazdaki ACN
mol kesri, bulunan pKa degerlerine kars1 grafige gecirilmistir.

Elde edilen dogrusal esitliklerin kesim noktalasindan
piroksikamimn su ortamindaki pKa degeri 4,209 olarak
belirlenmistir (Sekil 4).
5,15 °
51 y =5,0081x + 4,2087.*
5,05 R?=0,9947
g ¥
Q. 4,95
49 .
4,85 v
48
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Mol kesri

Sekil 4. Piroksikamin mol kesri-pKa yédntemiyle sudaki pKa
degerlerinin belirlenmesine ait grafik
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4. Sonuc¢

Ilaglarin metabolizmadaki davranislarinin &n goriilmesi ve
rutin analizleri i¢in ilaglarin su ortamindaki pKa degerlerinin
bilinmesi onemlidir. YPSK teknigi kullanilarak farkli oranlarda
Su-organik ¢oziicli karisimi iceren ortamlarda maddelerin pKa
degerlerinin deneysel olarak belirlenmesi miimkiin olmaktadir.
Bu deneysel verilerden hareketle ilgili bilesik suda yeteri kadar
¢oziinmese bile ¢esitli yaklagimlarla sudaki pKa degerleri tahmin
edilebilmektedir. Caligmada piroksikam etken maddesi igin
YPSK teknigi ve mol kesri-pKa yaklasimi ile elde edilen
verilerin, literatiirde yer alan benzer ve diger yontemlerin verileri
ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu veriler piroksikam igin
analitik prosediirlerin optimizasyonunda kullanilabilecegi gibi
cesitli ortamlarda fizikokimyasal davranigt hakkinda Onemli
bilgiler igermektedir.
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