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Öz: Ters faz sıvı kromatografi (RPLC) yöntemi asidik ve bazik fonksiyonel grup 
içeren bileşiklerin iyonlaşma/protonasyon (pKa) sabitlerinin tayini için tercih 
edilmektedir. pKa değeri, ilaçların absorpsiyon, dağılım, metabolizma, atılım, 
toksitite (ADMET) özelliklerini tahmin etmeye yarayan önemli bir parametredir. 
Sunulan bu çalışmada, pravastatinin su-asetonitril ikili karışımında pKa değerinin 
tayini için RPLC metot geliştirilmiş ve asetonitrilin mobil fazdaki miktarının 
değişimiyle pravastatinin kromatografik davranışı da belirlenmiştir. Çalışma 
Nücleosil C4 (250×4,6 mm, 5 µm) kolonda, 37°C’de ve 1 mL/dakika sabit akış 
hızında gerçekleştirilmiştir. Elde edilen alıkonma verileriyle doğrusal olmayan 
model kullanılarak bileşiğin pKa değeri belirlenmiştir. Hidrofilik özellikte olan 
pravastatinin su ortamındaki pKa değeri farklı organik modifiyer-su karışımlarında 
tayin edilen mobil faz pKa değerleri ve asetonitrilin makroskopik sabitleri (mol 
kesri, dielektrik sabiti, vs.), çözücü-çözünen arasındaki spesifik solvasyon etkileşim 
parametreleri kullanılarak hesaplanmıştır. Hesaplanan bu önemli fizikokimyasal 
parametrenin literatür verileriyle uyumlu olduğu görülmüştür. 

  
  

Determination of Ionization Constant Value of Pravastatin in Water and Water-
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Abstract: Reverse phase liquid chromatography (RPLC) is preferred for the 
determination of ionization/protonation (pKa) constants of compounds containing 
acidic and basic functional groups. The pKa value is an important parameter to 
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 µm) 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. Giriş 
 
Statin grubunu içeren ilaçlar dislipidemi tedavisinde 
kullanılan en etkili ve tolere edilebilen ajanlardır. 
Ayrıca Dünya’da en yaygın kullanılan farmasötik ilaç 
gruplarından birisidir. Bu ilaçlar 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redüktazın 
kompetitif inhibitörleridir [1]. Pravastatin, statin 

sınıfına ait bir kolesterol düşürücü ajandır ve şu anda 
hiperkolesterolemiyi tedavi etmek ve koroner kalp 
hastalığı ile ilişkili morbidite ve mortaliteyi önemli 
ölçüde azaltmak için kullanılan en sık ve etkili reçeteli 
ilaçlar arasındadır [2]. Dünyada artan jenerik ilaç 
endüstrisi pazarı nedeniyle, bu ilaçların tayini için 
analitik metotların geliştirilmesi gereklidir. Yapılan 
literatür taramasında pravastatinin tayini için yüksek 
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performans sıvı kromatografi (HPLC) [3-5], kapiler 
elektroforez [6], elektroanalitik yöntemler [7-8] 
yaygın şekilde kullanılmaktadır. Bu yöntemler 
arasında ilaç endüstrisinde yaygın şekilde kullanılan 
HPLC yöntemi, pravastatinin kalitatif ve kantitatif 
tayini için tercih edilmektedir.  
 
Ters faz HPLC metodu (RPLC), sıvı kromatografik 
tekniklerin içerisinde en popüler olanıdır. Düşük 
molekül ağırlıklı numune analizlerinin neredeyse 
%80-90'ı bu metot kullanılarak gerçekleştirilmektedir 
[9]. Hem alıkonma hem de seçiciliği aynı anda 
sağlayarak asidik, bazik ve nötral yapıdaki bileşiklerin 
tayini gerçekleştirilebilmektedir. Bu kromatografik 
tayin kimyasal olarak modifiye edilmiş sabit fazlar 
kullanılarak gerçekleştirilmektedir. İlaç endüstrisinde 
ters faz sıvı kromatografi ayırmaları için yapılan 
uygulamalarda silika esaslı dolgu materyalleri yaygın 
olarak kullanılmaktadır. Bunun yanında başarılı bir 
ayırma için mobil fazdaki organik modifiyerin tipi, 
eluent bileşimi, pH ve tampon derişimindeki değişim 
sağlanmalıdır. Tayin edilen bileşik iyonlaşabilir ise 
mutlaka mobil faz pH’sı, sıcaklık ve mobil fazdaki 
organik çözücü derişimindeki değişimden etkilenir. 
Mobil fazın gücü sadece organik çözücünün 
derişimine bağlı değil aynı zamanda kullanılan 
çözücünün tipine de bağlıdır. Bu çalışmada kullanılan 
asetonitril (ACN), polar aprotik bir çözücüdür ve hem 
suda hem de polar çözücülerde çözünme özelliğine 
sahiptir. Su ile farklı hacimlerde organik çözücü 
karıştırılarak oluşturulan hidroorganik karışımlarda, 
çözücü miktarındaki değişime bağlı olarak RPLC’de 
analizlenen bileşiğin alıkonma davranışında etkin bir 
değişiklik gözlenebilir [9-10]. Bunun yanında 
iyonlaşan bileşiklerin analizinde, analitlerin 
iyonlaşma/protonasyon (pKa) değerlerinden en az bir 
birim uzaklıktaki mobil faz pH’ı kromatografik tayin 
için tercih edilebilir. pKa önemli bir fizikokimyasal 
parametredir. Analitin pKa değerleri, iyonlaşan 
bileşiklerin çözünürlüğünü etkilediği gibi 
farmokinetik (ADME-absorpsiyon, dağılım, 
metabolizma, atılım) özelliklerinin belirlenmesinde de 
etkin bir parametredir. Bu parametrenin tayini için 
kullanılan potansiyometrik titrasyonlar ve 
spektrofotometrik analizler, eğer bileşik saf değilse 
suda az çözünüyorsa, belirgin bir kromofor grubu 
yoksa ve miktarı azsa sorun teşkil edebilir.  
Analizlenen iyonlaşan bileşiklerde çok az miktarın 
yeterli olması, bileşiğin saflığının ve çözünürlüğünün 
yeterli olması şartı gerekmediğinden RPLC metodu 
pKa değerlerinin tayininde daha çok tercih 
edilmektedir [11-13].  
 
Çalışılan mobil faz pH’sı ( 𝑝𝐻) 𝑠

𝑠  ve analit alıkonması 
arasındaki ilişki kullanılarak hidroorganik 
karışımlarda analitin yapısındaki belirli fonksiyonel 
grubun pKa ( 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠 )  değeri hesaplanabilir. İzokratik 
metotla gerçekleştirilebilen bu tayinle günümüzde 
birçok ilaç etken maddenin pKa tayini 
yapılabilmektedir. RPLC metotla yapılan analizlerde 
su ortamında çözünürlüğü az olan bileşiklerin pKa 

tayini hidroorganik karışımlarda yapılmakta ve bu 
ortamlarda elde edilen 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠  verileri kullanılarak su 
ortamındaki pKa ( 𝑝𝐾𝑎𝑤

𝑤 ) değerleri 
hesaplanabilmektedir [9,14]. 
 
Statin grubu bileşiklerden birisi olan pravastatin 
hidrofilik özellikte olup suda tamamen 
çözünmediğinden, hidroorganik karışımları içeren 
mobil fazlar kullanılarak RPLC metoduyla 
analizlenebilmektedir. Bu bileşik için sınırlı sayıda 
yapılan pKa çalışmalarında elde edilen veriler yüksek 
organik çözücülerin bulunduğu ortamlarda 
gerçekleştirilmiştir. Sunulan bu çalışmada pravastatin 
seçilen su-ACN ikili karışımlarında (%25, 30, 35, v/v) 
çözülerek RPLC metoduyla analizlenmiştir. Analiz için 
C4 kolon tercih edilmiş ve sabit akış hızında 1 
mL/dakikada gerçekleştirilmiştir. Kolon sıcaklığı 
37℃’de yapılan kromatografik analizler sonucunda 
bileşiğin mobil fazdaki pH değişimine bağlı olarak 
alıkonma zamanındaki (tR) değişim incelenmiştir. pH-
tR arasındaki doğrusal olmayan ilişki kullanılarak 
pravastatinin %25, 30, 35 (v/v) ACN içeren ACN-su 
ikili karışımlarındaki 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠  değerleri belirlenmiştir. 
Mobil fazda kullanılan asetonitrilin makroskopik 
sabitleri (mol kesri, dielektrik sabiti), çözücü-çözünen 
ilişkisinin kullanıldığı spesifik solvasyon 
etkileşimindeki farklılıklara bağlı olan parametreler 
ve 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠 değerleri kullanılarak hidrofilik bileşik 
pravastatinin 𝑝𝐾𝑎𝑤

𝑤 değeri hesaplanmıştır. 37℃’de 
elde edilen bu değer Abraham çözünen parametreleri 
kullanılarak [15], 25 ℃ için de deneysel bir çalışma 
yapılmadan tahmin edilmiştir. Ayrıca bileşiğin farklı 
pH değerlerinde iyonlaşma derecesi Henderson-
Hasselbach eşitliği ile belirlenmiştir [16]. 
 
2.  Materyal ve Metot 
 
2.1. Kimyasallar ve standart çözeltilerin 
hazırlanması 
 
Bu çalışmada kullanılan kimyasallar analitik 
saflıktadır ve herhangi bir saflaştırma işlemine tabi 
tutulmamıştır. Pravastatin (%98 saflıkta) Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) firmasından, asetonitril, 
sodyum hidroksit (NaOH), o-fosforik asit (o-H3PO4) ve 
potasyum hidrojen ftalat (KHP) ise Merck (Darmstadt, 
Germany) firmasından temin edilmiştir. 
 
pH analizleri için yapılan elektrot kalibrasyonunda, 
KHP çözeltisi 0,05 mol/kg derişimde çalışılan su-ACN 
ikili karışımlarında çözülerek hazırlanmıştır [17]. 
Pravastatin su ortamında çözünürlüğü (logS: -4,75) 
[18] az olduğundan çalışılan %25, 30, 35 (v/v) ACN 
içeren su-ACN ikili karışımlarında çözülmüş, 100 
µg/mL derişimde hazırlanmıştır. Bileşik güneş 
ışığından uzak, +4℃’de saklanmıştır. 
 
2.2. Kullanılan cihazlar ve kromatografik koşullar 
 
Pravastatinin kromatografik analizleri için Shimadzu 
HPLC cihazı kullanılmıştır (Kyoto, Japan). Kullanılan 
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sistem UV dedektör (SPD-20A), kolon fırını (CTO-
20A), pompa (LC20AD), degazer (DGU-20A3) ve 
manuel enjeksiyon sisteminden oluşmaktadır. Mobil 
faz pH analizleri için Mettler Toledo marka pH analiz 
cihazı (Schwerzenbach, Switzerland) kullanılmıştır. 
Çalışma boyunca kullanılan ultra saf su Direct-Q3 UV 
su saflaştırma sisteminden (Millipore, Bedford, MA, 
USA) temin edilmiştir. 
 

Bileşiğin kromatografik analizi için karbon içeriği %2 
ve pH çalışma aralığı 2-8 olan Nücleosil C4 kolon 
(250x4,6 mm, 5 µm; Macherey-Nagel) tercih 
edilmiştir. %25, 30, 35 (v/v) ACN içeren su-ACN ikili 
karışımlarında hazırlanan mobil faza 30 mM o-H3PO4 
ilave edilmiş ve istenilen pH değeri 1 M NaOH çözeltisi 
kullanılarak ayarlanmıştır. Mobil faz pH’sı 3,5-8,0 
arasında tutularak, pravastatinin kromatografik 
alıkonma davranışı ve 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠 değeri belirlenmiştir. 
Bileşik 239 nm’de UV dedektörle analizlenmiş ve 1 
mL/dakika akış hızında; 37℃’de tayin edilmiştir. 
HPLC sistemine 20 µL enjekte edilen bileşik üç tekrarlı 
olarak analizlenmiş ve kesinliği yüksek olan bu 
analizin bağıl standart sapma değeri %1’nin altında 
hesaplanmıştır. 
 

2.3. Teorik alıkonma zamanı ve 𝒑𝑲𝒂𝒔
𝒔  verilerinin 

hesaplanması 
 
Pravastatinin çalışılan hidroorganik ikili karışımlarını 
içeren mobil faz pH değişimlerine bağlı olarak tR 
değerleri RPLC metoduyla belirlenmiş ve bu veriler 
kullanılarak doğrusal olmayan regresyon programıyla 
(NLREG) 𝑝𝐾𝑎𝑠

𝑠  değerleri ve iyonlaşmış ve 
iyonlaşmamış formlarının uç tR (HA, A-) değerleri 
hesaplanabilmiştir [19]. NLREG programıyla 
hesaplanan bu veriler kullanılarak teorik tR değerleri 
hesaplanmıştır. Teorik ve deneysel veriler arasındaki 
uyum artık kareler toplamı ile (RSS) ile verilmiştir. 
 
3. Bulgular  
 
Oktadesil silika kolonlar (C18) çoğunlukla hidrofobik 
bileşiklerin analizlerinde yaygın şekilde 
kullanılmaktadır. Bu bileşiklerin analizi için seçilen bu 
kolonlar gereksiz çözücü kullanımına sebep olmakta 
ayrıca analiz zamanını gereksiz yere uzatmaktadır. 
Bunun önüne geçmek için analizlenen bileşiği kolonda 
daha az tutma özelliği olan kolonlar tercih edilmelidir. 
Bileşiğin lipofilisite sabiti logPo/w:3,01’dir [18]. 
Kimyasal yapısındaki hidroksil grubundan dolayı 
diğer statin grubu bileşiklere göre orta derecede 
hidrofilik bir bileşik olan pravastatinin kolonda daha 
az tutunması için Nücleosil C4 kolon (250×4,6 mm, 5 
µm; Macherey-Nagel) tercih edilmiştir. Bu kolon orta 
yoğunlukta monomerik bütil (C4) grubu ile modifiye 
edilmiş silika esaslı bir kolondur. Tamamı gözenekli 
(300 A°), küresel yapıdaki parçacıklardan oluşmuştur. 
Kolon bu tip özelliklerinden dolayı tercih edilmiştir. 
Ayrıca kolonun etkin tabaka sayısının yüksek olması 
(7601) ve kuyruklanma faktörünün (1,403) de 2’den 
düşük olması bileşiğin simetrisinin iyi olduğunu 
göstermektedir.  

Bu çalışmada seçilen kolonda, 37°C sıcaklıkta, sabit 
akış hızında pravastatin analizlenmiştir. Çalışılan her 
bir mobil faz pH değerinde bileşiğin tR değeri üç 
tekrarlı olarak belirlenmiş ve ortalama tR değeri 
kullanılmıştır. Mobil fazdaki ACN ve pH değişimine 
bağlı olarak elde edilen deneysel tR değerleri NLREG 
programında analizlenmiştir. Elde edilen 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  ve 
𝑡𝑅𝐻𝐴 , 𝑡𝑅𝐴−  değerleri standart sapma değerleriyle 
birlikte Tablo 1’de verilmiştir [19]. 
 
Tablo 1. NLREG programı ile hesaplanmış 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  ve 𝑡𝑅𝐻𝐴 , 
𝑡𝑅𝐴− verileri 

% ACN 
(v/v) 

𝒑𝑲𝒂𝟏𝒔
𝒔  𝒕𝑹𝑯𝑨 𝒕𝑹𝑨− 

25 5,296 ± 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* 5,360  ± 0,065 3,619 ± 0,062* 

*Standart sapma 

 
Bileşiğin iyonlaşma dengesi, Şekil 1’de gösterilmiştir. 
Çalışılan her bir ACN yüzdesindeki değişime bağlı 
olarak değişen 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  değerleri, bileşiğin yapısındaki 
karboksilik asit grubuna aittir. Bu fonksiyonel grup, 
diğer statin grubu bileşiklere göre daha hidrofilik 
özellik sağlamaktadır. 

 
Şekil 1. Pravastatinin iyonlaşma dengesi [20] 

 
Pravastatinin çekirdek yapısında bulunan -OH 
grubuna ait 𝑝𝐾𝑎2𝑠

𝑠  değeri, kolonun çalışma aralığının 
dışında olduğundan bu değer tayin edilememiştir. 
Tablo 1’de görüldüğü gibi mobil fazdaki ACN miktarı 
arttıkça bileşiğin  𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  değeri de artmaktadır. Bu 
durum asidik özellikteki bileşiğin pKa değerinin 
tayininde literatürdeki benzer karboksilik asit grubu 
içeren bileşiklerin verileriyle uyum içerisindedir [14, 
21,22]. %30 ACN (v/v) içeren asetonitril-su ikili 
karışımlarında mobil faz pH’sına bağlı olarak tR 
değerinin değişimini gösteren kromatogram Şekil 2’de 
verilmiştir. NLREG programından elde edilen pH- tR 
ilişkisi çalışılan üç ortam için Şekil 3’de gösterilmiştir. 
 

 
Şekil 2. pH-tR ilişkisini gösteren kromatogram 
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Şekil 3. NLREG programı ile pH-tR ilişkisi 

 
NLREG programından elde edilen 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  ve 𝑡𝑅𝐻𝐴 , 𝑡𝑅𝐴−  
değerleri kullanılarak teorik tR değerleri Eşitlik 1 
kullanılarak hesaplanmıştır [23]. 
 

𝑡𝑅𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑘 =  𝑡𝑅𝐻𝐴 (
[𝐻+]

[𝐻+]+𝐾𝑎
) + 𝑡𝐴 (

𝐾𝑎

[𝐻+]+𝐾𝑎
)                      (1)                                                                                               

 
Bu eşitlik kullanılarak pravastatinin çalışılan 
hidroorganik karışımlardaki ve pH değerlerindeki 
𝑡𝑅𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑘  değerleri hesaplanmıştır. Elde edilen veriler 
Tablo 2’de verilmiştir. 
 
Tablo 2 incelendiğinde elde edilen artık kareler 
toplamının (RSS) oldukça küçük olduğu, deneysel ve 
teorik değerlerin birbirleriyle uyumlu olduğu 
görülmektedir. Bunun yanında 𝐾𝑎/[𝐻+ ] verilerine 
karşın 𝑡𝑅𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑘(1 + 𝐾𝑎/[𝐻+] ) grafiğe geçirildiğinde 
elde edilen doğrusal fonksiyonun eğim ve kesim 
değerleri sırasıyla 𝑡𝑅𝐴− , 𝑡𝑅𝐻𝐴 değerlerini vermektedir. 
Bu doğrusal ilişkiyi gösteren grafikler Şekil 4’de 
verilmiştir. Elde edilen eğim ve kesim değerleri de 
NLREG sonuçlarıyla birebir uyumludur. 

 
Şekil 4. 𝐾𝑎/[𝐻+] - 𝑡𝑅𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑘(1 + 𝐾𝑎/[𝐻+]) doğrusal ilişkisini 
gösteren grafikler A) %25 ACN-su, B) %30 ACN-su, C) %35 
ACN-su ortamı 
 
Pravastatinin su ortamında çözünürlüğü (logS: -4,75) 
[18] az olduğundan, çalışılan %25, 30, 35 (v/v) ACN 
içeren su-ACN ikili karışımlarında RPLC metoduyla 
analizlenmiş ve bileşiğin 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  değeri NLREG 
programıyla hesaplanmıştır. Bileşik su ortamında 
çözünemediğinden RPLC’de su ortamda analizlenmesi 
mümkün değildir. Bunun için farklı yaklaşımlar 
kullanarak pravastatinin su ortamındaki pKa ( 𝑝𝐾𝑎𝑤

𝑤  ) 
değeri hesaplanabilmektedir. İlk olarak çalışılan 
ACN’nin hacimce yüzdelerine karşılık gelen mol kesri 
(XACN) değerleri kullanılmıştır [24]. NLREG 
programıyla belirlenmiş 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  değeri, XACN 
değerlerine karşı grafiğe geçirildiğinde elde edilen 
doğrusal fonksiyonun kesim değeri pravastatinin su 
ortamındaki pKa ( 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤  ) değerini vermektedir (Şekil 

Tablo 2. Pravastatin için deneysel ve hesaplanmış teorik alıkonma zamanı değerleri 
% 25 ACN (v/v) % 30 ACN (v/v) % 35 ACN (v/v) 

tRdeneysel tRteorik 
(tRdeneysel- 
tRteorik)2 

tRdeneysel tRteorik 
(tRdeneysel- 
tRteorik)2 

tRdeneysel tRteorik 
(tRdeneysel- 
tRteorik)2 

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 4,911 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 
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5). İkinci yaklaşımda Yasuda-Shedlovsky (YS) 
metodunda 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠 +log[H2O] değerleri, 1/ε’a karşı 
grafiğe geçirilerek doğrusal bir ilişki elde edilmiştir 
[25]. Bu yaklaşımda kullanılan asetonitrilin dielektrik 
sabiti () değerleri Barbosa ve ark. tarafından 
hesaplanmıştır [24]. 
 

 
Şekil 5.  𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠 - XACN ve Yasuda-Shedlovsky yaklaşımları ile 
𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤  değerlerinin hesaplanması 
 
Üçüncü yaklaşımda ise alifatik karboksilik asit grubu 
içeren bileşiğin, % ACN(v/v) ortamlarında 
hesaplanmış as ve bs değerleri kullanılarak, 
pravastatinin su ortamındaki 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤  değeri 
hesaplanabilmektedir (Eşitlik 2) [26]. 
 

𝑝𝐾𝑎1𝑠
𝑠 = 𝑎𝑠. 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 + 𝑏𝑠                            (2)                                                                              
 
Hesaplamalarda kullanılan as ve bs değerleri Tablo 
3’de verilmiştir. 
 
Tablo 3. Hesaplamalarda kullanılan as ve bs değerleri [26] 

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

 
bs, çözücü ve su arasındaki çözünene;  as ise, çözünen 
ve çözücüye bağlı olan spesifik solvasyon etkileşimleri 
arasındaki farklılıklara bağlı olan parametrelerdir 
[26]. Bu üç yaklaşım kullanılarak pravastatin için 
hesaplanan 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤  değerleri Tablo 4’de verilmiştir. 
 
Tablo 4’teki veriler incelendiğinde 37°C için 
hesaplanmış 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 değerlerinin birbiriyle uyumlu 
olduğu görülmektedir. Deneysel olarak seçilen 
sıcaklıkta (37°C) hesaplanan 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤  değeri ve asidik 
gruplar için belirlenmiş Abraham çözünen 
parametreleri (Tablo 5) Eşitlik 3 ve Eşitlik 4’te yerine 

konulduğunda pKa değeri ve deneysel bir çalışma 
yapmadan pravastatinin 25°C’deki 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 değeri 
hesaplanabilmektedir [15]. 
 
Tablo 4. Pravastatin için farklı yaklaşımlarla hesaplanmış 

𝑝𝐾𝑎1𝑤
𝑤  değerleri 

 
𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  - XACN 
ilişkisi 

Yasuda-
Shedlovsky 

metodu 
3. yaklaşım 

𝑝𝐾𝑎1𝑤
𝑤  4,525 4,574 4,551 

 

∆𝑝𝐾𝑎 = 𝑘0𝑝𝐾𝑎
37 + 𝑐0 + 𝑐1 ∑ 𝛼2

𝐻 + 𝑐2 ∑ 𝛽2
𝐻 + 𝑐3𝜋2 +

𝑐4𝑅2 + 𝑐5𝑉𝑥                                                                           (3) 
 

∆pKa = 𝑝𝐾𝑎
37 − 𝑝𝐾𝑎

25                    (4) 
 
Tablo 5. Abraham çözünen parametreleri 

 k0 c0 𝑐1 ∑ 𝛼2
𝐻 𝑐2 ∑ 𝛽2

𝐻 

Asitler -0,022 0,123 0,093 0,045 

 
 

𝑐3𝜋2 𝑐4𝑅2 𝑐5𝑉𝑥   

 -0,145 0,004 0,028  

 
37oC sıcaklıkta 𝑝𝐾𝑎1𝑠

𝑠  - XACN ilişkisi kullanılarak 
bulunan 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 = 4,525 kullanıldığında 25°C için 
𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 = 4,475 olarak hesaplanmıştır. Sun ve Avdeef 
tarafından yapılan çalışma [15] incelendiğinde asidik 
fonksiyonel grup içeren bileşiklerin 25°C’deki pKa 
değerleri, 37°C’de hesaplanan pKa değerlerine göre 
daha azdır. Bu sonuç yapılan hesaplamanın 
doğruluğunu desteklemektedir.  
 
Bir ilacın iyonlaşma derecesi, ADME özellikleri 
üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. İyonlaşmayan 
ilaçlar hücre membranını kolaylıkla geçebildiğinden, 
ortam pH’sı değiştikçe ilacın nasıl iyonlaştığının 
anlaşılması gerekmektedir. Bir ilacın belirli pH 
değerlerinde iyonlaşıp iyonlaşmadığı formların 
belirlenebildiği iyonlaşma yüzdesi Henderson-
Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir [16]. 
Pravastatin için % iyonlaşma, 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 değeri 
kullanılarak hesaplanmıştır. pH 1,5-11 aralığında % 
iyonlaşma değerlerini gösteren grafik Şekil 6’da 
verilmiştir. 
 

 
Şekil 6. Pravastatinin % iyonlaşma değerleri 
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Asidik fonksiyonel grubunu içeren pravastatinin 
%50’sinin iyonlaştığı pH, pKa değerini vermektedir. 
Şekil 6’ya göre bu bileşiğin pKa değerinin yaklaşık 2 
birim altında iyonlaşmadığı görülmektedir. 
 
4. Tartışma ve Sonuç 
 
Bu çalışmada seçilen bileşik pravastatin, diğer statin 
grubu bileşiklere göre yapısındaki hidroksil 
gruplarından dolayı daha hidrofilik özellikte olmasına 
rağmen yapılan ters faz sıvı kromatografik 
çalışmalarda yüksek organik çözücü içeren mobil 
fazlarda analizlenmiştir. Bu bileşiğin RPLC metotla pKa 
analizinde Talay ve ark. [27] tarafından yapılan 
çalışmada % 40-50 ACN (%v/v) içeren ACN-su ikili 
karışımlarında kapasite faktörleri tayin edilmiştir. 
Çalışılan pH ve kapasite faktörü ilişkisi kullanılarak 
su-ACN ikili karışımlarındaki pKa değerleri ve bu 
değerler kullanılarak su ortamındaki pKa değeri 
belirlenmiştir. Çalışma C18 kolonla, 25°C’de 
gerçekleştirilmiştir. Hesaplanan 𝑝𝐾𝑎𝑤

𝑤  değeri (4,429), 
bu çalışmadaki 𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 değeri ile uyumludur. Canseven 
ve arkadaşları [28] tarafından yapılan çalışma 25℃’de, 
% 50-65 metanol (%v/v) içeren metanol-su ikili 
karışımlarında gerçekleştirilmiştir. Çalışılan 
ortamlardaki pKa değerleri RPLC metotla belirlenmiş 
ve bu değerler kullanılarak su ortamındaki pKa değeri 
hesaplanmıştır. 𝑝𝐾𝑎𝑤

𝑤  değeri (4,564), bu çalışmadaki 
𝑝𝐾𝑎1𝑤

𝑤 değeri ile uyumludur. Ishihama ve ark. 
tarafından kapiler elektroforez metoduyla 
pravastatinin pKa değeri (4,360) belirlenmiştir. 
 

Bu çalışmadan elde edilen veriler pravastatinin 
37℃’de belirlenmiş ilk alıkonma verileridir. Ayrıca 
literatürde yapılan çalışmalara göre daha az miktarda 
organik çözücü kullanılmıştır. Bunun dışında herhangi 
bir deneysel çalışma yapmadan Abraham çözünen 
parametrelerini kullanarak bileşiğin 25°C’deki su 
ortamındaki pKa değeri de tahmin edilmiştir. 
Pravastatinin 37°C’de vücut sıvılarında ve 
bölgelerindeki iyonlaşma yüzdeleri de bu çalışma ile 
hesaplanabilmiştir. Bu çalışma ile belirlenen verilerin 
herhangi bir deneme yanılmaya ihtiyaç olmadan sıvı 
kromatografik analizlerde metot optimizasyonu 
çalışmaları için öngörü niteliği taşımaktadır. 
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