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OZET

Biiyiikaga, M. Baz1 Benzoksazolon Tiirevlerinin Asitlik Sabitlerinin (pK,)
Ultraviyole Spektroskopisi, Potansiyometri ve Kapiler Elektroforez Teknikleri ile
Belirlenmesi. Yakin Dogu Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya

Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Lefkosa, 2010.

22 tane 2(3H)-benzoksazolon ve tiirevleri bu ¢aligma kapsamindan incelenmistir. Bunlardan 17
adet benzoksazolon tlirevinin asitlik sabiti (pK,) degerleri UV- GB spektroskopisi ile bulunarak
tespit edilmistir ve sonuglarin dogrulugu potansiyometri ve kapiler elektroforez teknikleri ile
kontrol edilmistir. Bilesik 3, 4 ve 21 igin bu maddelerin sahip olduklar pK, degerlerinin alt limit
degerleri bulunmustur. Bilesik 14 ve 20 ile her ii¢ teknik ile yapilan ¢alismalar sonucunda pK,
degeri elde edilememistir. Elektron ¢ekici gruplar calisilan baz1 2(3H)-benzoksazolon
tirevlerinin pK, degerlerini elektron dagilimini degistirmesinden dolay:r daha asidik karakter
kazandirmis ve analjezik etkisinin artmasina sebep oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla,
asitlik sabitinin bilinmesinin, ilgili bilesikler ile farmakolojik etkileri arasindaki kimyasal
etkilesimin anlagilmasi agisindan olduk¢a dnemli bir parametre oldugu gosterilmistir. Asitlik
sabiti (K;) ve bilesigin yapisi arasindaki iligki ile yeni ilag sentez g¢alismalarinda ve bu
maddelerin biyofarmasoétik 6zelliklerinin agiklanmasindaki 6nemi agiklanmuistir.

Anahtar Kelimeler: 2(3H)-benzoksazolon, asitlik sabiti, UV-GB spektroskopisi, potansiyometri,
kapiler elektroforez, tampon ¢6zelti, karbonil bilesikleri.
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ABSTRACT

Biiyiikaga M. Spectrophotometric, Potentiometric, and Capillary Electrophoretic
Acid Dissociation Constant Values of Some Benzoxazolinone Derivatives in
Buffered Solution. Near East University, Institue of Health Sciences Analytical

Chemistry Programme, Master’s Thesis, Nicosia, 2010.

22 benzoxazolinone derivatives have been studied. Acid dissociation constant (pK,) values of 17
benzoxazolinone derivatives have been found by using UV-Vis spectroscopy, and the results
have been verified by using potentiometry and capillary electrophoresis. For Compound 3, 4,
and 21, the minimum acid dissociation constant values have been reported. pK, of the compound
14 and 20 have not been found by using all of these three techniques. Electron withdrawing
groups are decreasing pK, of the compounds by changing electron distributions and increasing
the analgesic activities. Therefore, the knowledge of acidity constant is a key parameter for
understanding the chemical interactions between the compound of interest and its
pharmacological target. Relationship between acidity constant, K,, and structure may prove
useful in drug design studies and in explaining the biopharmaceutical properties of substances.

Key Words: 2(3H)-benzoxazolinone, dissociation constant, UV-VIS spectroscopy,
potentiometry, capillary electrophoresis, buffer solution, carbonyl compounds.
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1. GIRIS VE AMAC

Iki ana grupta toplanan analjeziklerden narkotik olmayanlarin, ilag bagimlilig
yapmamalari, anti-inflamatuvar etkilerinin bulunmasi ve terapotik etkilerine karsi
tolerans olusmamasi nedeniyle terapotik 6nemi artmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmakta olan streoid olmayan anti-inflamatuvar ilaglar (narkotik olmayan
analjezikler), hipnotik etkiye sahip olduklarinin agiklanmasiyla konu tizerine galismalar
yogunlagsmis ve benzoksazolon ana yapisina sahip tiirevlerinin ilag kimyasindaki

onemini her gecen giin artirmistir.

Streoid olmayan anti-inflamatuvar ilaglar, segici olmayan siklooksijenaz enzim
inhibisyonu yapmaktadirlar. Siklooksijenaz enzimleri hiicre icerisinde arasidonik asitten
prostasiklin (PGI2) ve prostaglandin (PG)’lerin olusumunda gorevli enzimlerdir. lyi
bilinen iki izoformu (COX-1 ve COX-2) bulunmaktadir. COX-1, viicut hiicrelerinin
cogunda olup gastrik mukozanin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. COX-2 ise
¢ogu hiicrede normalde diisiik seviyelerde bulunurken, inflamasyon ile pek ¢ok hiicrede
miktart hizla artmaktadir (Dannhardt ve Kiefer, 2001). Son yillardaki arastirmalarda bir
ticlincii siklooksijenaz izoformunun (COX-3) da bulundugu ileri siiriilmiis ancak islevi
tizerinde kesin sonuglar heniiz bildirilmemistir (Botting, 2003). Bu ilaglar 6zellikle yash
hastalarda romatoid artrit, osteortritin akut ve kronik agrilarinda, eklem dokusu
rahatsizliklari, gut ve kas incinmelerinde de etkili olarak tedavi amagh kullanilmaktadir.
Sik kullanimi ile se¢ici olmayan COX inhibitorlerinin 6nemli bir yan etkisi gastrik iilser
olusumudur. Ayn1 zamanda milenyum ilaglar1 olarak anilan COX-2 inhibitdrlerinin ¢ok
miktarda tiiketilmesinin kardiyovaskiiler hastaliklarda ciddi artisa yol actigi da
saptanmustir (Schnitzer, 2001). Analjezik anti-inflamatuvar bilesik arastirma-gelistirme

caligmalar1 yogun bir sekilde devam etmektedir.

2(3H)-benzoksazolon tiirevleri iizerine ¢alismalar ilk olarak o-hidroksi
feniliiretandan 2(3H)-benzoksazolon sentezinin yapilmasiyla baslamistir (Groenvik,
1876). Takip eden yillarda uzunca bir siire benzoksazolonlar tizerinde sadece kimyasal

caligmalar yapilmistir. Bu bilesikler iizerinde yapilan yapisal degisiklikler ile



sentezlenmis olan yeni benzoksazolon tiirevlerinin kimyasal ve biyolojik o6zellikleri
incelenmis ve tilirevlerinin hipnotik (Erdogan, 1988; Lespagnol ve digerleri, 1941,
Lespagnol ve Cannesson, 1945; Palaska ve digerleri, 1995), analjezik (Nakena ve
digerleri, 1990), antifungal (Czerwinska ve digerleri, 1967; Tacquet ve digerleri, 1971,
Toyoshima ve Morishita, 1968; Virtanen ve Hietala, 1955), antiromatizmal (Aries,
1970), kas gevsetici (Lespagnol ve digerleri, 1961; Sam ve digerleri, 1958; Sam ve
Plampin, 1964) ve antibakteriyel (Bonte ve digerleri, 1974; Lespagnol ve digerleri,
1953; Noda, 1956; Rajendra ve Nobles, 1968; Tacquet ve digerleri, 1971; Virtanen ve
digerleri, 1956) etkiye sahip olduklar1 gézlenmistir.

2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinde yapisal degisiklikler daha ¢ok molekiiliin 3, 5
ve 6 numarali konumlarinda yapilmistir (Sekil 1.1). Yapilan bu degisikliklerle
sentezlenmis olan benzoksazolon tiirevlerinin farmakolojik 6zelliklerinin incelenmesi
neticesinde analjezik etkisinin de oldugu bulunmustur (Aries, 1970; Bonte ve digerleri,
1974; Cazin ve digerleri, 1978; Close ve digerleri, 1949; Erol ve digerleri, 1990;
Lespagnol ve digerleri, 1944; Lespagnol ve digerleri, 1953; Lespagnol ve digerleri,
1967; Lespagnol ve digerleri, 1976; Mercier ve Etzensperger, 1954; Renard ve digerleri,
1980). 6-a¢il-2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinde (6-benzoil ve 3-metil-6-asetil-2(3H)-
benzoksazolon) gozlenen analjezik etkisinin, ana yap1 ve aspirinin analjezik etkisinden

daha yiiksek oldugu saptanmistir (Lespagnol ve digerleri, 1976).

4 3
5 N—H
¢ O
2
7 1

Sekil 1.1. 2(3H)-benzoksazolon yapisi ve numaralandirilmasi.



Arastirmacilar 2(3H)-benzoksazolon ve tiirevlerinin antifungal ve antibakteriyel
etkilerini ilk defa bugdaygil bitkilerinden elde ettikleri 2-benzoksazolon ve 6zellikle 6-
metoksi-2-benzoksazolon iizerinden ¢alismus ve bu Dbilesiklerin  ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda Esherichia coli ve Staphylococcus aureus gibi bakterilere; ayrica
penicillium ve aspergillus gibi mantarlara karsi etkili olduklarini belirtmislerdir

(Virtanen ve digerleri, 1956).

2(3H)-benzoksazolon bilesiklerinin kas gevsetici etkisi ise, trikoziirik ve kas
gevsetici  etkilere sahip olan 2-amino-5-klorobenzoksazol’un  metabolitlerinin
incelenmesi sonucu ortaya ¢ikmistir (Lespagnol ve digerleri, 1961; Sam ve Plampin,
1964). Bu ilacin amin grubunun, viicutta oksidatif olarak koparildigi ve 5-kloro-2(3H)-

benzoksazolon yapisina doniistiigii gdzlenmistir.

Asitlik sabitlerinin bilinmesi, ilgili bilesikler ile farmakolojik etkileri arasindaki
kimyasal etkilesimin anlasilmasi agisindan olduk¢a O6nemli bir parametredir. Asitlik
sabiti (K,) ile bilesigin yapisi arasindaki iligkiden yeni ila¢ sentez ¢aligmalarinda ve bu
maddelerin biyofarmasétik ozelliklerinin agiklanmasinda yararlanilmaktadir. Bir¢ok
biyolojik aktif molekiil, fizyolojik pH’ta kismen ya da tamamen iyonlagabilmekte ve
iyonlagabilen gruplarin varhiginin biyolojik aktiflik ve/veya c¢oziinebilirlik agisindan
olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu durum, ortaya ¢ikan yeni molekiillerin asitlik
sabitlerinin  (K,) degerlerin  bulunmasinda dogru tekniklerin  kullanilmasini

gerektirmektedir.

Bu calismadaki temel ama¢ 2(3H)-benzoksazolon ve onun tiirevlerinin K,
degerlerinin spektrofotometri yontemi ile belirlenmesidir. Bu teknik ile elde edilen
asitlik sabitlerinin, potansiyometri ve Kkapiler zon elektroforez yontemleri ile

dogrulugunun teyit edilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.Benzoksazolon Genel Yapisi

2(3H)-benzoksazolon  bilesigi, benzen ve 2-oksazolon halkalarindan

olusmaktadir. Molekiiliin klasik numaralandirilmasi Sekil 1.1°de gosterilmektedir.
2.2.Sentez Yontemleri

2(3H)-benzoksazolon, ilk kez 1876 yilinda Groenvik tarafindan, etil-N-(o-
hidroksifenil) {iretanin kuru distilasyonuyla elde edilmistir (Groenvik, 1876). Takiben,
cesitli arastirmacilar 2(3H)-benzoksazolonu o-hidroksifeniliiretan ile sodyum hidroksit,
metalik sodyum veya sodyum etoksit gibi reaktifleri deneyerek degisik verimlerle

sentezlemislerdir (Harsanyi ve Toffler, 1965; Kalckhoff, 1883).

2(3H)-benzoksazolonlarin hazirlanmasinda en sik kullanilan iki yontem, o-
aminofenoliin iire veya fosgen ile reaksiyona sokulmasidir. 2(3H)-benzoksazolonun
daha saf ve yiiksek verimle elde edilebilmesi i¢in gilinlimiize kadar siiren kapsamli
aragtirmalar yapilmistir. Sonraki yillarda reaksiyon siiresi ve 1s1 gibi reaksiyon kosullar
ayarlanarak verim %35’ten %76-96’a kadar yiikseltilmistir (Close ve digerleri, 1949;
Heise ve Mees, 1973; Macdonald ve Chechak, 1945). Yapilan ¢aligmalarda 2(3H)-
benzoksazolonlarin hazirlanmasinda o-nitrofenol, salisilik asit tiirevlerinden de hareket
edilmistir. Verimin arttirilmasi igin degisik sentez yontemleri gelistirilmistir (Chen ve
Fengping, 1998; Faddeeva ve Baskokov, 1972; Maleski ve digerleri, 1991, Sam ve
Valentine, 1969; Yamahara ve Takamatsu, 1973).

2.3 Kimyasal Ozellikler

2(3H)-benzoksazolon, oksijen ve azot atomu igeren bes iiyeli 2-oksazolon
halkasi ile benzenin kaynagmasindan olusmus heterosiklik bir halkadir. 139-140 °C’de
eriyen beyaz renkli bir bilesik olup sulu ¢ozeltilerinde pH < 5’te noniyonize, pH

> 11.5’da iyonize halde bulundugu bildirilmistir.



2(3H)-benzoksazolonlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, {i¢ numarali konumda
slibstitiient icermeyen tiirevlerin azot atomundaki serbest hidrojenden dolay: laktam-
laktim dengesinde bulundugu bildirilmektedir. Yapilan ilk arastirmalarda, 2(3H)-
benzoksazolonlarin, 2-benzoksazolon (A) ve 2-hidroksibenzoksazol (B) olmak tizere iKi

tautomerik yapida bulunabilecegi one siiriilmistiir (Seidel, 1890).

NH N
>:O \>70H
@) @)
Laktam (A) Laktim (B)

Takip edilen galismalarda ise, 2-benzoksazolon’un laktam ve laktim formunu
saptamak icin halkanin degisik tlirevleri, diazometanla reaksiyona sokulmus ve sadece

N-metil tiirevlerinin olustugu belirtilmistir (Zinner ve Herbig, 1955).

2(3H)-benzoksazolon molekiiliiniin klasik elektrofilik siibstitiisyon reaktiflerine
kars1 0zel bir ilgi gosterdigi ve yonlendirici etkinin halka i¢i azot tarafindan belirlendigi,
bunun sonucu olarak da siibstitiisyonun oncelikle alti numarali konumdan daha ileri

asamalarda ise dort numarali konumdan yiirtidiigii bildirilmistir.

6-Acil-2-benzoksazolonlarin hazirlanmasi igin ti¢ yontem bildirilmistir. Bu
yontemlerden birincisinde ¢oziicli ve katalizor olarak polifosforik asit (PPA), reaktif
olarak da karboksilli asitler kullanilmigtir (Bonte ve digerleri, 1974; Renard ve digerleri,
1980). Ikinci yontemde ise aliiminyum trikloriir (AICl3)- dimetilformamit (DMF)
varliginda asit halojeniir veya anhidritler (Friedel Crafts reaksiyonu) kullanilmistir
(Yous ve digerleri, 1994; Aichaoui ve digerleri, 1991). 6-Agil-2-benzoksazolonlarin
hazirlanmasinda alternatif bir yol da Chattaway gevirilmesinin 2-benzoksazolonlara

uygulanmasi ile olusmustur. Asit anhidritleri veya acil halojeniirlerin, 2-benzoksazolon



ile piridin icindeki reaksiyonu ile 3-acil-2-benzoksazolonlar hazirlanmis, bunlarin da
PPA iginde 110-130 °C’de 1.5-3.5 saat 1sitilmasi sonucu agil gocii ile 6-agil-2-
benzoksazolon tiirevlerine ulasilmistir (Cotelle ve digerleri, 1989). Farkl1 arastirmacilar
benzer reaksiyonu, N-agil tiirevlerini tetrahidrofuran (THF) iginde, trietilamin (TEA)
varliginda asit anhidriti veya asit klortirleriyle tepkimeye sokarak elde etmis, bunlarin da
aliiminyum kloriir varliginda 165 °C’de ii¢ saat 1sitilmasiyla yiiksek verimle 6-agil-2-

benzoksazolonlara ulasmislardir (Ucar ve digerleri, 1996; Ucar ve digerleri, 1998).



3. TEORIK KISIM
3.1. Asit-Baz Kimyasi

Iyonizasyon sabiti, asit ve bazlarin kuvvetini 6lgmek i¢in kullamilan bir terimdir
(Albert ve Serjant, 1984). Bu sayede tiim asitler ve bazlar ayirt edilebilmekte,
farkliliklar1 degerlendirilebilinmektedir. Ayrica kiyas yapma ve nicel degerlendirmelere

de olanak saglamaktadir.

Organik bilesikler asidik veya bazik gruplar igerebilirler. Bu gruplar, bilesigin
kimyasal, fiziksel ve biyolojik oOzelliklerini tayin etmektedir. Bu gibi bilesiklerde
molekiiler, anyonik, katyonik tiirlerin birbirlerine oram1 pK; ile hesaplanabilir. Ayrica
kimyasal olarak birbirine ¢ok benzeyen maddelerin birbirinden ayirt edilmesi de pK,

yardimi ile yapilabilmektedir.

Asit ve baz iyonizasyon tarifi, en kullanigh olarak Bronsted-Lowry tarafindan
yapilmigtir. Bu tarife gore, asit proton verebilen, baz ise proton alabilen maddedir
(Petrucci ve digerleri, 2002). Asit iyonizasyonu ile iyonizasyon sabitleri su sekilde
ifade edilmektedir (Formiil 3.1 ve 3.2).

HAS==H + A (3.1)

Ka={H'} {A}/{HA} (3.2)

Bazlar i¢in ise iyonizasyon ve iyonizasyon sabiti asagidaki sekilde gosterilmektedir

(Formiil 3.3 ve 3.4).

B+H,0 = H +OH (3.3)

Ky= {BH'} {OH}/ {B} (3.4)



Kullanilan { } seklindeki parantez isareti, her bir iyonik tiiriin aktivitesini ifade
etmektedir. Herhangi bir sicaklik i¢in termodinamik iyonizasyon sabiti olarak bilinen bu
denklemler terimlerin aktivite tirinden olmasindan dolayr konsantrasyondan
bagimsizdir. Iyonizasyon sabitleri hesaplanirken aktivite yerine konsantrasyon daha
yaygin olarak kullanilmaktadir. Asitler ve bazlar i¢in iyonizasyon sabitinin

konsantrasyona gore ifade edilisi su sekildedir (Formiil 3.5 ve 3.6);

Ko= [HT[AT/ [HA] (3.5)

Ky= [BH*] [OH/[B] (3.6)

Genel denklemleri ise asagida ifade edilen sekildedir (Formiil 3.7 ve 3.8);

pKa=pH + log [HA] / log [A'] (3.7)
pKy, = pOH + log [B] / log [ BH] (3.8)

Bu ifadelerdeki koseli parantezler ise iyonik tiiriin konsantrasyonu olarak
kullanilmaktadir. Herhangi bir ¢6zeltide ¢oziinmiis olan maddenin iyonlarinin aktivitesi
ile konsantrasyon arasinda a = f x C seklinde bir bagmnti vardir (Skoog ve digerleri,
1996). Denklemdeki a iyonun aktivitesi, C konsantrasyonu, f ise aktivite katsayisini
ifade etmektedir. Yiikii Z olan bir iyon igin aktivite katsayisi seyreltik ¢ozeltiler i¢in
Debye-Hiickel denklemi ile verilir (Formiil 3.9) (Skoog ve digerleri, 1996).

dog f=AZ2 1Y2 1 (1+ 1Y%~ 0.1 2 (3.9)

Burada I, iyonik siddet olup I= ' Z(CXZZ) ifadesi ile verilir. Denklemlerdeki A’ya

Debye-Hiickel parametresi denir. Bir degerli asit ve bazlar i¢in iki sabit arasindaki fark



cogunlukla kiigiiktiir. 0.01 M ve 0.001 M‘lik bir konsantrasyonda hemen hemen higbir
fark yoktur (Skoog ve digerleri, 1996). Formiil 3.7°nin daha kolay bir sekilde
kullanabilmek i¢in sabitler 0.01 M’dan daha derisik olmayan ¢ozeltilerde tayin edilmis

olmal1 ve sadece ayn1 degerlikli iyonlar kullanilmalidir.

Bir notral molekiiliin  aktivitesi, herhangi bir seyreltme nedeniyle
konsantrasyonda olabilecek bir degisiklikle dnemli bir degisime ugramaz. H* iyonu
konsantrasyonunu dlgmek yerine, H" iyonu aktivitesini (a, dolayisiyla pH) dlgmek daha

kolay ve iyi bir yol olarak tercih edilmektedir (Skoog ve digerleri, 1998).

Elektrolit olmayan maddeler, suda ¢6ziindiigli zaman suyun elektriksel
iletkenligini artirmayan maddelerdir. Coziinme miktariyla orantilt olarak suyun donma
noktasint distirtirler. Elektrolit olmayan maddelere Ornek olarak benzen, eter ve
kloroform verilebilmektedir. Diger taraftan ise asitler, bazlar ve tuzlar, suda
¢oziindiikleri zaman suyun elektriksel iletkenligini artirirlar. Bu maddelere de elektrolit
maddeler denilmektedir (Berkem ve digerleri, 1994). Tuzlardan farkli olarak, birgok asit
ve baz ¢ozeltide tamamen iyonlagmazlar. Kuvvetli asit ve bazlar 0-14 pH araliginda
tamamen iyonlasirlar. Fakat zayif asit ve bazlar kismen iyonlasirlar (Skoog ve digerleri,
1998).

Iyonizasyon sabitleri yardimiyla verilen herhangi bir pH'de, bir maddenin
iyonlagmasindan olusan degisik iyon tiirlerinin konsantrasyonlart hesaplanabilmektedir.
Degisik iyon tiirleri degisik UV-GB spektrumuna sahip olup sadece bunun bilinmesiyle
onemli spektroskopik ¢alismalar yapilabilmektedir. Verilen bir maddenin iyonik tiirleri
kimyasal, biyolojik ve fiziksel 6zellikleri yoniinden farklidir. Iyonizasyon sabitleri, bir
maddenin en az iyonlastigi pH araligini1 tanimlayarak, azami iiriiniin alinabilecegi en iyi
kosullar1 gostermektedir. Bu durum hazirlik kimyasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Albert ve
Serjant, 1984).

Iyonizasyon sabitleri niimerik olarak kii¢iik ve kullamissiz sayilardir. Bu

bakimdan asit sabitlerinin eksi logaritmalarimi (pKj) kullanmak daha pratiktir. 25 °C'de
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suyun iyonlar1 ¢arpiminin eksi logaritmalarinin toplami 14.00 tiir. Bu durum asagidaki

sekilde ifade edilmektedir (Formiil 3.10).

pKa + pK;, = 14.00 (3.10)

Bazlar i¢in kullanilan pKy degerlerini pK, cinsinden ifade edilmesi yukaridaki
denklemde gosterilen sekilde kolayca bulunabilir. Bu bakimdan pK, degerleri asitlerin
ve bazlarin kuvvetlerini karsilagtirmak i¢in ¢ok uygun bir yol olarak kullanilmaktadir
(Berkem ve digerleri, 1994). Bir asit ne kadar kuvvetli ise pKj,'st o kadar diisiik, bir baz
ne kadar kuvvetli ise pKy's1 o kadar yiiksektir (Perrin ve digerleri, 1981). Kimyasal
reaksiyonlarin ¢ogu sulu ortamda gerceklesmektedir. Su ve benzeri ¢oziiciiler,
iyonizasyona etki etmektedir. Ayrica iyonizasyon sabiti, sicaklikla da degisim

gostermektedir.
3.2.Iyonizasyon Sabiti Tayin Yontemleri

Iyonizasyon sabitlerinin (K3) belirlenmesinde ii¢ temel yontem kullanilmaktadir.
Bunlar;
1. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-GB)
2. Potansiyometri
3. Kapiler Zon Elektroforez (CZE)

UV-GB spektroskopi yontemi, cam elektrodunun ¢aligma siirlarinin disinda
olan ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik pH araliklarinda ve 6zellikle ¢cok az ¢ozlinen maddelerin
iyonizasyon sabitlerinin tayini i¢in uygundur. Bu yontem sadece UV ve goriiniir 15181

absorbe eden maddeler i¢in kullanilmaktadir.

Iyonizasyon sabitini tayin etmek icin en uygun yontemlerden biri olarak
potansiyometrik titrasyon yontemi kullanilmaktadir. Potansiyometrik yontem ile bir

iyonizasyon sabitinin tayini 30-40 dakika siirerken, UV spektroskopi yontemi genellikle
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bir calisma giiniiniin tamami kapsamaktadir. Potansiyometrik yontemde numune
tarafindan bagli olmayan H® iyonlar1 6lciilmektedir. Spektroskopik yontemde ise

numune tarafindan H* iyonlarinin tutuldugu zamanki spektral kayma 6l¢iilmektedir.

Kapiler zon elektroforez yontemi ise iyonizasyon sabiti tayini i¢in kullanilan bir
diger yontem olup oldukg¢a hizli ve ¢ok kiigiik hacimdeki numunelerde yiiksek ayirma

giiciine sahip oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir.

3.2.1. Ultraviyole (Mor Otesi)- Goriiniir Bolge (UV-GB) Spektroskopi

Yontemi

Organik maddeler i¢in spektroskopik analiz, absorplanan 1simanin frekansinin ve
siddetinin Ol¢ililmesiyle ger¢eklesmektedir. Absorpsiyon spektrumlarinin elde edilmesi

icin kullanilan cihazlara spektrofotometre ya da spektrometre denir.

Tek veya cift 151n demetli olmak {izere iki ¢esidi bulunmaktadir. Tek 151k yollu
spektrofotometrelerde ayni dalga boyunda ¢oziiciiye karsi 151tk yolu kapatilarak sifir
gecirgenlik ayar1 ve 151k yolu agilarak %100 gegirgenlik ayar1 yapilmaktadir. Ayni dalga
boyunda analit igeren ¢6zeltinin absorbansi dl¢iilmektedir. Cift 151k yollu cihazlarda ise
her dalga boyu i¢in ayr1 ayr1 0 ve 100 ayarlar1 yapmak yerine, monokromatdrden ¢ikan
151k esit siddette iki demete bdliinerek birinin Ol¢giilecek 6rnege digerinin ¢dziiciinlin
bulundugu kaba gonderilmesiyle Ol¢liim siiresi azaltilmaktadir. Bdoylece ornekteki

gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilastirilmis olmaktadir.

Elektromagnetik 1s1maya tabi tutulan bir molekiil, 1s1manin enerjisi molekiiliin
elektronik enerji seviyesine esit oldugu zaman, bu 1s1ma molekiil tarafindan
absorplanarak elektronlar bir iist elektronik enerji seviyesine ¢ikar. Bu nedenle UV-GB
spektroskopisine molekiil orbitalleri arasinda elektron gegislerini inceleyen spektroskopi
dali da denilmektedir (Skoog ve digerleri, 1998).

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisi 160-780 nm dalga boylar1 arasindaki

151810 b 181n yoluna sahip bir hiicredeki ¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya abSorbansinin
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(A) Olclimiine dayanmaktadir. Bu absorpsiyon daha c¢ok molekiillerdeki bag
elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanmakta, bunun sonucu olarak molekiiler
absorpsiyon spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve

ayni zamanda fonksiyonel gruplari tagiyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilmaktadir.

Molekiil orbitalleri (MO), atom orbitallerinden (AO) olusmaktadir. iki atom
orbitalinin dogrusal bilesimi ile iki tane molekiil orbitali meydana gelmektedir. Molekiil
orbitalleri atom orbitallerinden daha diisiik enerji seviyesinde gerceklestiginden molekiil
olusumu tercih edilerek molekiiller olugsmaktadir. Enerjisi diisiikk olan molekiiler orbital

seviyesine temel hal denilmektedir.

Elektronlar bag (elektronun enerji almadan 6nce bulundugu orbital) ve karsi-bag
(enerji aldiktan sonra bir an i¢in bulundugu yiiksek enerjili orbital) olmak iizere iki

seviyede yer alabilirler.

Sigma (o) orbitalleri; AO lerinin “u¢ uca” ortlismesi, diger bir degisle tek lop
ortismesi ile olugmaktadir. Sigma orbitalinin yiikk yogunlugu bag ekseni g¢evresinde
simetriktir. Organik molekiillerde daha ¢ok o-o, p-p veya o-p orbitalleri arasinda
meydana gelmektedir. Pi (xt) orbitalleri ise; iki tane p AO lerinin “yan yana” ortiismesi
ile olusmaktadirlar. Bu orbitaller bag ekseni dogrultusunda diigiim diizlemine sahiptir.
Yik yogunluklari bag ekseninin altinda ve istiinde bulunur. Bag yapmayan (n)
orbitaller; s orbitali p orbitalinin iki lobu ile Ortiislirse toplam Ortiisme sifir olur. Cogu
kez, bag yapmayan orbitalin enerji seviyesi, bag ve karsi-bag orbitallerinin enerji
diizeylerinin arasinda yer almaktadir. Sekilde gosterildigi gibi (Sekil 3.1), organik

*

molekiillerde dort gesit elektronik gegis gergeklesmektedir: o—=>c* , n2>c*, n >7n*,

o>,

c—c* gecisleri: En yiiksek enerji isteyen gegislerdir. A< 190 nm olmalidir.

Doymus hidrokarbonlarda goriilmektedir.
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n—oc* gecisleri: Heteroatom iceren doymus bilesiklerde o elektronlar1 ve
ortaklasmamis n elektronlar1 bulunmaktadir. Bunlar ¢* kars1 bag orbitaline gecerler. Bu
gecise neden olan gruplar halojenler, eterler, tiyoeter, amin, hidroksit, silfit gibi
gruplardir. Bu gecisler ortaklanmamis elektron ¢iftleri igeren bilesiklerde (bag
yapmayan orbitalde bulunan elektronlar: i¢eren) gézlenmektedir. Absorpsiyon piklerinin

¢ogu 150-250 nm araligindaki bolgede yer almaktadir.

o Kars1 bag
z* .
Karsi bag
bl Wbl
v— U R R
- bl ®| = =
Q -
Sl Bag yapmayan
® Bag
o Bag

Sekil 3.1. Elektronik gegis tiirleri.

n2>n* ve w>n* gecisleri: n—n* gecisleri, az enerji isteyerek doymamis
hidrokarbonlarda goriilmektedir. Bu gecisler 200 nm civarinda ger¢eklesmektedir.
n—n* gecisleri, C=0, C=S, C=N grubu tasiyan bilesiklerde heteroatom iizerindeki
serbest elektron ¢iftlerinin 7* orbitallere gegisiyle olmaktadir. En az enerji isteyen
gecisler olup 250-300 nm civarinda olur. 200-700 nm arasindaki spektral bolgede
absorpsiyon yaptiklarindan UV-GB spektroskopisinde en ¢ok karsilagilan gecislerdir. Bu
gecislerin her ikisi de, ©* orbitallerine ilerlediginden doymamis fonksiyonel grup igeren
organik bilesiklerde gozlenmektedir. Diger bir deyisle, bu doymamis absorplayici
merkezler kromofor olarak adlandirilmaktadir. n=>7* gegcislerinin molar absorptiviteleri
cogu kez diisiik iken (10-100), buna karsihk m—>m* gegislerine ait degerler daha
yiiksektir (1000-10000). Bu iki absorpsiyon tipi arasindaki diger bir karakteristik fark



14

ise, ¢Oziictiniin piklerin dalga boyu {izerindeki etkisidir. Molekiil orbital yaklasiminda, «
elektronlarmin delokalizasyonu konjiigasyonla artmaktadir. Boylece n* orbitallerinin
enerjisi diserek daha az karsi-bag karakterine sahip olmaktadir. Organik bilesiklerde
185 nm’den daha diisiik dalga boylu isinlar1 absorplayan gegisleri incelemek zordur,

¢linkii vakum UV bolgesine diigmektedir.

UV-GB Spektroskopisi kalitatif ve kantitatif analizlerde kullanilmaktadir. Analiz
icin c¢ogunlukla kuvarts (silika) hiicreler kullanilmaktadir. Cift 151 yollu
spektrofotometrelerde 6l¢iimlerin en iyi duyarlikla yapilabilmesi igin, bir ¢ift hiicrenin
tamamen ayni olmasi, birinin saf ¢oziicti, digerinin 6rnek ¢ozeltiyle doldurarak referans
ve oOrnek bolmelerine yerlestirilmesi gerekmektedir. Ultraviyole analizleri igin
kullanilacak bir ¢oziicliniin, spektrumu alinacak bilesik ile ayni bolgede absorpsiyon
yapmamasi gerekir. Fark spektrumunun 6rnek ve referans bélmeleri bos oldugu zamanki
cizgiden sapmasi, hiicrelerin uyusmazligina sebebiyet vermektedir. Bu bakimdan
hiicreler, bir kez kalibre edilmeli ve her defasinda 6rnek i¢in ayn1 hiicre kullanilmalidir.
Kullanilan hiicrelerin optik ylizeylerinin korunmasina c¢ok 6zen gosterilmelidir. El
degmemeli, silmek igin mercek temizliginde kullanilan kagitlar kullanilmali, kagit
mendil kullanmaktan kagmilmalidir. Hiicrelerin doldurulmasi ve bosaltilmasi bir pipet
yardimi ile yapilmali ve hiicreler hi¢bir zaman icindekiler dokiilerek bosaltilmamalidir.
Kullandiktan sonra hiicreler su veya etanol ile ¢alkalanarak temizlenmelidir. Yiizeyleri

¢izilmis veya kazinmis hiicreler kullanilmamalidir.
UV-GB spektroskopisi 6lgtimlerinde takip edilen islemler su sekildedir:

1. Derisimi ayarlanarak uygun bir stok ¢ozelti hazirlanmali ve uygun pH degeri olan
tamponlar igerisinde seyreltilmeli

2. Denge konumundaki iki iyon tiiriine ait saf spektrum arastirilmali

3. Tayin i¢in uygun bir dalga boyu secilmeli (analitik dalga boyu)

4. pK, degerine yakin bir deger arastirilmali

5. pK, degerinin gercek degeri tayin edilmeli
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UV-GB Spektroskopisi yontemiyle iyonizasyon sabitinin tayini, dengedeki
tiirlerin oldukga farkli dalga boylarinda absorpsiyon yapmalari temeline dayanmaktadir
(Shumard, 1959).

Organik asit ve bazlar ortamin pH'sine bagli olarak absorpsiyon spektrumlari
vermektedirler. HA bir organik asit olduguna gore ¢ozeltideki denge ve denge esitligi
konsantrasyon cinsinden Formiil 3.5’te verilmistir. Esitlikte her iki tarafin eksi
logaritmasinin alinmas1 durumunda olusan denklem ise Formiil 3.7 verildigi gibidir. Bu
denklemde pH, [HA] ve [AT] bilinirse, pK, yani K, degeri hesaplanabilmektedir. Ancak,
bu hesaplama ii¢ bilinmeyeni ayr1 ayri tayin etmeden de yapilabilir. Formiil 3.7°de
verilen denklemde [HA] = [A’] oldugunda, pK, = pH olmaktadir. Buna bagh olarak
absorpsiyonun pH ile degismesinden yararlanilarak asitlik sabitinin degeri (Kj)
bulunabilmektedir (Skoog ve digerleri, 1998). Herhangi bir bilesigin pH'ye bagh
olusturdugu spektrumlar elde edilerek, bu spektrumlar yardimi ile pH-absorpsiyon
grafigi gizilebilmektedir (Sekil 3.2).

— Abs.

~——— pH

Sekil 3.2. Bir maddenin farkli pH degerlerindeki spektrumlari ve bu spektrumlardan

pH’1n konsantrasyona kars1 grafiginin olusturulmas.
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Sekil 3.2°de verilen pH-absorpsiyon grafigi sigmoid dalgast bi¢iminde (S
seklinde) olup bu grafigin orta noktasinda [HA] = [A] dir. Orta noktay1 bulabilmek igin
grafigin en diisiik ve en yiiksek absorpsiyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu nokta
pH ile absorpsiyonun artik degismemesinden anlasilabilmektedir. Orta noktadan pH
eksenine bir paralel ¢izilir ve bu dogrunun sigmoid egrisini kestigi noktadan pH
eksenine bir dikme indirilir. Dikmenin pH ekseni iizerinde gosterdigi deger pK;'ya esit
olur. Ciinkii absorpsiyonun yarisinda [HA] = [A"] dir ve log [HA] / [A] = 0 olur (Skoog
ve digerleri, 1998).

Spektrofotometrik yontemle pK, tayininde uygulanan bir baska yontemde ise
secilen bir dalga boyundaki log[(A-Amin)/(Amax-A)] degerleri Karsilik gelen pH
degerlerine karsi grafige gegirilir ve bu grafikten elde edilen egrinin apsis eksenini

kestigi yer ile direkt olarak pK, degeri elde edilir (Helmy, 1997).
3.2.2.Potansiyometrik Yontem

Potansiyometri, karsilastirma elektrodu (6rnegin cam elektrot) ile uygun bir
referans elektrottan (6rnegin hidrojen veya Ag/AgCI elektrodu) olusan elektrokimyasal
hiicreden akim gegmezken (yiiksek direng varliginda) potansiyel 6lgiimiine dayanarak
cozeltideki elektrokimyasal degisim hakkinda bilgi verir. Potansiyometrik titrasyon ise
reaktifin her ilavesinden sonra potansiyel veya pH olgiilmesi iizerine kurulan bir
sistemdir. Caligsma ortamina bagli olarak ¢esitli sekillerde yapilmaktadir. Tamamen sulu
bir ortamda c¢alisilacak ise her reaktif ilavesinden sonra pH veya olusturulan bir pilin
potansiyeli Ol¢lilmektedir. Calisma ortaminin su igermedigi veya ¢ok az su icerdigi
durumlarda ise sadece potansiyel farkin Slgiilmesi tavsiye edilmektedir. Cilink{i susuz

ortamlarda, 6zellikle alkali bolgede pH 6l¢iimleri hatali sonug vermektedir.

Potansiyometrik titrasyonlarda prensip olarak mekanik bir karistirict ile iyice
karigtirilan ¢ozeltiye reaktif, doniim noktasindan 6nce fazla fazla ilave edilir ve doniim
noktasina dogru reaktif ilavesi azaltilir. Donlim noktasina yaklasildigi, her reaktif

ilavesinden sonra olgiilen potansiyel veya pH'daki degisme miktarindan anlasilabilir.
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Doniim noktasini kesin olarak bulabilmek igin titrasyona doniim noktasinin Gtesinde de
bir siire devam edilmelidir. Reaktif 6zellikle doniim noktasi yakininda azar azar ilave
edilir ve ol¢timler bir kag¢ defa tekrarlanmalidir. Reaktifin her ilavesinden sonra 6l¢iilen
potansiyel farklar1 veya pH degerleri ilave edilen reaktifin mL degerlerine karsi grafigi
cizilirse S seklinde bir titrasyon egrisi elde edilir. Bu grafikten de analiz edilen maddenin

pKa veya pKj degeri belirlenir.

Cam elektrot, bir ortamda bulunan hidrojen iyonu konsantrasyonunu tayin etmek
i¢in kullanilan elektrotlardan biridir. Hidrojen iyonu aktivitesi ve pH, en iyi cam elektrot
ile tayin edilebilmektedir. Bir¢ok avantaji bu elektrodun kullanighh olusunu
saglamaktadir. Cam elektrotlar kolaylikla temin edilebilir ve uzun siire kullanilabilirler.
Boyle bir elektrotla kuvvetli yiikseltgenler , kuvvetli indirgenler, gazlar (H,S, AsHj3 gibi)
ve proteinlerin pH’s1 6l¢iilebilmektedir. Hatta jel halinde bulunan ortamin bile pH'si bu
metod ile Olgiilebilir. Son zamanlarda gelistirilen mikro cam elektrotlarla ise damla

mertebesindeki bir ¢ozeltinin pH'sin1 6lgmek miimkiindiir.
Cam elektrot kullanilmasinda dikkat edilmesi gereken baslica noktalar sunlardir:

1. Cam elektrodun ¢ozeltiye daldirilip dl¢iim yapilan kismina elle dokunulmamalidir.
Elektrot pisetten fiskirtilan saf suyla yikanmalidir.

2. Cam elektrot derisik siilfiirik, nitrik asit ve derisik alkalilere daldirilmamalidir. Ayrica
mutlak alkoller ve su ¢ekici maddelerden de sakinilmalidir.

3. Cam elektrot pH 12'nin iistiinde olan ¢ozeltilere daldirilmamalidir.

4. Konsantrasyonu 0,1 M iistiinde olan asit cozeltilerinin pH'si 6l¢iilmez. Cilinkii
oldugundan daha fazla ¢ikar (Asidik hata).

5. pH metre tampon ¢ozeltilere karsi sik sik ayarlandigindan, tampon ¢ozeltinin ¢ok iyi
korunmasi gerekir.

6. Noétrale yakin ¢ozeltilerin pH'sinin 6l¢iilmesinde de dikkatli olmak gerekir. Ciinkaii,
boyle ¢ozeltilerde denge oldukea gec kurulur.

7. Cam elektrot uzun siire agikta birakilip kurutulmamalidir. Kurumus bir elektrot

kullanilmadan Once uzunca bir siire saf suya daldirilmali ve su zaman zaman
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degistirilmelidir. Elektrot kullanilmadigi zamanlarda 3 M KC1 ortaminda muhafaza
edilmelidir (Skoog ve digerleri, 1998).

Asit-baz tepkimelerinde kullanilan iyon secici elektrot, cam elektrottur.
Notrallesme titrasyonlarda esdegerlik noktasinda pH degerinde birden bire biiyiik bir
degisme olur. Asidin veya bazin kuvveti azaldik¢a yani pK, veya pKy, degerleri arttikga
doniim noktasinda goézlenen pH degismesinin biiyilikligii ve keskinligi azalir. Ayni
durum, kullanilan titrant derisiminin azaldigi zaman ve zayif bir asidin kuvvetli bir baz
yerine zayif bir bazla titre edildiginde de gozlenir. Nétrallesme titrasyonlarinda kuvvetli
asitler icin derisim 3x10™ M ve daha biiyiik, zay1f asitler i¢in ise derisim ile asitlik sabiti

carpimi 10”7 ve daha biiyiik oldugu zaman analiz yapilabilir.

Titrasyon egrisi iizerinde doniim noktasinin (es degerlik) bulunabilmesi i¢in su

yollar takip edilir:

1. Deneysel noktalara gore en yakin egri ¢izilir.

2. Egrinin en dik tegeti ¢izilir.

3. Tegetin baslangi¢ ve son noktalarinin ordinatlari gizilir.

4. ki ordinatin orta noktasindan son noktasinin ordinati ¢izilir. Son ordinatin egriyi

kestigi nokta doniim noktasidir.
3.2.3.Kapiler Elektroforez (CE)

Bir kapiler elektroforez sistemi (CE); yiiksek voltaj giic kaynagi, giris ve ¢ikis
vialleri, kapiler, dedektér ve integrator veya bilgisayardan olusmaktadir. Birgok
sistemde kapilerdeki 1sinmay1 sogutmak ve kapiler sicakliginm1 kontrol etmek i¢in

termostat bulunmaktadir. Sekil 3.3” de bir CE sisteminin sematik gosterimi verilmistir.

Bir CE analizinin temel adimlari; kapilerin 6n yikamasi, kapiler ile giris ve ¢ikis
viallerinin ¢alisma tamponu ile doldurulmasi, kapilerin tampon ile sartlandirilmasi,
numunenin kapilere enjeksiyonu ve elektriksel alan uygulanmasini icermektedir.

Numunenin igerisindeki maddeler kapiler icinde go¢ etmektedir. Dedektorden gecerken
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gozlemlenmekte, veriler integratdr veya bilgisayara gonderilmektedir. Veriler, dedektor

cevabinin zamana karsi grafigi olan elektroferogramlar seklinde elde edilmektedir.

Kapiler Termostat

kontrol Unitesi

|Dedekt©ri
Katot@(\

Bilgisayar / Yazlim

Clkis Viall Girig Vial

Sekil 3.3. Kapiler elektroforez cihazinin sematik gdsterimi.

Kapiler i¢ine numune enjeksiyonu hidrodinamik veya elektrokinetik olarak
yapilmaktadir. Hidrodinamik enjeksiyon, en ¢ok kullanilan enjeksiyon yontemi olup iig
sekilde yapilabilmektedir. Bunlardan birincisi, kapilerin giris tarafina konulan numune
vialine basing uygulanmasidir. Genelde 50 mbar civarinda 1 ile 5 saniye arasi basing
uygulanir. Ardindan numune viali ¢ikarilip calisma tamponu viali takilir ve voltaj
uygulanarak analize devam edilir. Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, numune viali
kapilerin giris kismindayken, ¢ikis kismindaki tampon vialine vakum uygulanmasidir.
Uygulanan vakumla istenen miktardaki numune kapilere girince vakum kesilir, numune
viali ¢ikarilip ¢aligma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Ugiincii hidrodinamik enjeksiyon ydnteminde, sifon etkisinden yararlanilir. Kapilerin
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giris kismina takilan numune viali, ¢ikistaki tampon vialinden daha yiiksege yerlestirilir.
Yergekiminin etkisiyle, numune kapilerin i¢ine girer. Ardindan numune viali ¢ikarilip
calisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir (Sekil 3.4.

a,b,c).

Basing “akum
v — —>
1
| | | |
a b
Sifon
—
— >
| W
|—‘ Iy
= +
c d

Sekil 3.4. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri: a, b, ¢) Hidrodinamik

enjeksiyon, d) Elektrokinetik enjeksiyon.

Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin giris kismia numune viali yerlestirildikten
sonra, numune vialiyle ¢ikis kismindaki ¢alisma tamponu viali arasina voltaj uygulanir.
Olusan elektrik alanin etkisiyle numunedeki iyonlar kapiler i¢ine gb¢ etmeye baslar. Bu
voltajin uygulanmasindan sonra numune viali ¢ikarilip tampon viali takilir ve voltaj

uygulanarak analize devam edilir (Sekil 3.4. d).

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapilerin tiirii ve boyutlari, uygulanacak

yontem, analiz edilecek numune, istenen ayiricilik ve uygun analiz siiresine gore



21

secilmektedir. Kapilerden beklenen, kisa analiz siiresinde yeterli ayirimi
saglayabilmesidir. Kapilerin iiretildigi materyalin elektrik iletkenliginin olmamasi,
kimyasal olarak inert olmasi1 ve dedektorle uyumlu olmasi (6rnegin UV dedektdr igin

kapilerin 1sinlar1 absorplamamasi) gerekmektedir.

Eritilmis silika giiniimiizde en sik kullanilan kapiler materyalidir. Kolay kirildig1
i¢cin dis kismi1 poliimid ile kaplanip saglamlastirilmistir. UV dedektor kullanilacaksa, 151k
yolunu kapatmamasi i¢in poliimid kaplama bu bdlgeden kaldirilir (Sekil 3.5).

Pyreks kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve dedektor
penceresi agmaya gerek gdstermemesine ragmen 280 nm’nin altinda calisilamama
sakincasina sahiptir. Teflon kapilerde homojen i¢ ¢ap elde edilemez ve 1s1 iletkenligi
diisiik oldugundan yiiksek voltaj uygulanamaz. Bu nedenlerden dolay: eritilmis silika,
pyreks ve teflondan daha sik kullanilan bir kapiler materyalidir. Genelde i¢ ¢ap1 25-
100 um olan eritilmis silika kapiler kullanilmaktadir. Biiyiik ¢capli kapilerde yiiksek 1s1
aciga cikmakta ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki 1s1 farki c¢ok biiyiik
olmaktadir. Kiigiik ¢aplt kapiler kullanilmasi ile UV-GB absorbans veya floresans gibi
dedektorlerde 151k yolunun kiigiilmesinden dolay1 absorbans diismekte ve pik yiiksekligi
azalmaktadir. Ayrica ¢ok kiiciik ¢apl kapilerin partikiillerle tikanma olasilig1 oldukca
yiiksektir.

Kapilerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi i¢in ilk kullanimda ve her analizden
once sartlandirma isleminin uygulanmasi gerekmektedir. Silika yilizeyinin durumu,
CE’de parcaciklarin hizlara etki eden iki kuvvetten biri olan elektroozmotik akis
(EOF) tizerinde etkilidir. Sartlandirmayla kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplarinin
iyonlagsma orani, dolayisiyla EOF, her analizde ayn1 olur. Kapiler yeni ise 1 N NaOH,
takiben 0.1 N NaOH, su ve en son olarak da ¢alisma tamponu gecirilerek sartlandirilir.
Ayrica her analizden 6nce 0.1 N NaOH, su ve ¢aligma tamponu gegirilerek kapilerin
miimkiin oldugunca ayn sartlanmasi saglanir. Caligma bitiminde su gegirilmelidir. Eger
birka¢ giin calisma yapilmayacaksa kapiler i¢inde mikroorganizma fiireyecegi goz

oniinde bulundurularak hava ¢ekilerek kurutulmus olarak birakilmasi yararli olur.
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Eritilmis silika hv(Isik kaynagi)
< 5-60 cm -
25-100um 4
Poliimid kap|ama Poliimid kaplamanin

olmadigi kisim
{Dedektdr penceresi) Dedektor

Sekil 3.5. Eritilmis silika kapilerin boyuna kesiti.

CE’de tekrarlanabilir sonuglar almak i¢in kapiler sicakliginin kontrolii nemlidir.
Sicakligin degismesiyle etkinlik, go¢ zamani, enjeksiyon hacmi ve dedektdér cevabi
degisir. Ayrica numune bozunmasina da neden olabilir. Kapiler sicakliginin kontroli,
kapilerin iginde bulundugu kasetin icine, istenen sicaklifa termostatli sistem ile

ayarlanmis havanin fan ile tiflenmesiyle saglanir.

Yiiksek voltaj giic kaynaginin amaci elektroforez i¢in gerekli olan voltaji, akimi
veya giicli saglamaktir. Cogu CE ayirimi sabit voltajda gerceklestirilse de, giic kaynagi
sabit akim ve sabit glic uygulayabilme ozelligine de sahip olmalidir. Volta; 30 kV’a
kadar, akim 300 pA’e kadar ve giic 6 W’a kadar uygulanabilir. Ayrica gerektigi
durumlarda uygulanan elektrik alanin yoni (giris viali katot, ¢ikis viali anot)

degistirilebilir.

CE’de en ¢ok kullanilan dedektérler UV-GB absorbans (direkt ve indirekt),
floresans (direkt ve indirekt), lazerle indiiklenmis floresans, kiitle spektrometrisi,

iletkenlik, amperometri (direkt ve indirekt), radyometrik ve kirilma indisi
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dedektorleridir. Absorbans dedektorleri CE’ye uygulanabilirlikleri nedeniyle yaygin
olarak kullanilirlar. Gozlenebilme siur1 genellikle 10°-107 M araligindadir. Tek bir
dalga boyunda veya dizi diyot dedektor kullanilarak bir ¢ok dalga boyunda absorbans
alabilir. Absorbans dedektdrlerinde kapilerin kendisi dedektor hiicresi olarak gorev
yapar. Bunun i¢in erimis silika kapilerin dis kismindaki poliimid koruyucu kaplamanin
bir kism1 yakma, ¢6zme ve kazima ile uzaklastirilir. Ancak, bu durumda 1sin yolunun
uzunlugu kapiler i¢ ¢capindan (50 ile 100 um) fazla olamaz ve bu da derisim cinsinden
gozlenebilme smirint kisitlar. Isin yolunun arttirilmasi i¢in “z” veya baloncuk seklinde

dedektdr hiicresine sahip kapilerler kullanilarak duyarlilik arttirilabilir.
3.2.3.1.Kapiler Elektroforez Ayirma Ilkeleri

Kapiler elektroforezde, uygulanan elektriksel alan etkisi altinda genellikle
calisma tamponu da kapiler boyunca hareket eder. Bu ol2ay elektroozmotik akis (EOF)
olarak adlandirilir. Eritilmis silika kapilerin i¢ yiizeyi silanol gruplar1 (SiOH) ile kaplidir
ve pH 3.0’lin iizerinde SiO " ya iyonize olurlar. Bu, kapilerin NaOH veya KOH ile
muamele edilmesi ile saglanir. Elektroozmotik akisin nedeni, kapilerin i¢ ceperinde
calisma tamponu ile SiO ™ gruplar1 arasinda elektriksel ¢ift tabaka olugsmasidir. Calisma
tamponundaki pozitif yliklii iyonlar, kapiler ¢eperine yaklasirlar. Cepere ¢ok yakin olan
pozitif yiiklii iyonlar hareketsizdir. Ancak c¢eperden uzaklastik¢a, ceperle pozitif yiiklii
iyonlar arasindaki elektrostatik cekim zayiflar, kapilere uygulanan elektriksel alanin
iyonlar tizerindeki kuvveti baskin gelir ve bu pozitif yiiklii iyonlar topluca negatif yiikli
elektroda (katot) dogru goc ederler. Bu toplu gdg, kapiler i¢indeki tamponun katoda
dogru akmasina neden olur. Bu akisa EOF denir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Kapiler i¢inde elektroozmotik akisin gosterimi.

Elektroozmotik akis hiz1 (Lgor), Formiil 3.11°e gore agiklanmaktadir.

Veor = E . peor (3.11)

Bu formiilde, veor : Elektroozmotik akis hizi (cm sn™), E: Elektriksel alan

(V cm™), peor: Elektroozmotik hareketlilik (cm? V! sn™), ifade etmektedir.

Kapiler ¢eperine yakin olan hareketsiz tabaka ile merkeze yakin olan hareketli

tabakanin meydana getirdigi ¢ift tabaka arasinda olusan potansiyele zeta potansiyeli (&)

adi verilir ve Formiil 3.12 ile gosterilir.

t=dndele (3.12)
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o: Diflizyon tabakasi kalinligi, e: Yizey alana diisen yiik, & Tamponun dielektrik

sabiti’ni ifade etmektedir.

Elektroozmotik akis hiz1 (Ugor) Formiil 3.13 ile gosterilebilir.

veor= e EE/4tn (3.13)

n: Tamponun viskozitesi ifade eder.

Elektriksel alan (voltaj/uzunluk) voltaja bagl oldugundan, EOF voltajla kolayca
kontrol edilebilir (Formiil 3.11). Artan voltaj ile EOF artar ve gé¢ zamani azalir. Ayrica
voltajin artmasi yliksek etkinligi de saglar. Ancak yiiksek voltaj ve bunun sonucu olan

yiiksek akim kapilerin isinmasina (Joule 1sinmasi) da neden olur (Formiil 3.14).

P=VI (3.14)

Formiilde, P: Giig, V: Voltaj, I : Akim’1 ifade etmektedir. Eger kapilerdeki 1sinma ¢abuk
sogutulamazsa, sicaklik kapiler i¢inde artar ve bu artis da pik genislemesine,
tekrarlanamayan gd¢ zamanina, numune bozunmasi ya da igeriginin degismesine veya
tampon kaynamasina yol agarak elektriksel iletkenligin 6nlenmesine neden olabilir. Bu
nedenle ¢aligmalarda dar pik ve kisa analiz siiresi i¢in gerekli olan ylikseklikteki voltaj
(maksimum voltaj) se¢ilmelidir. Uygulanabilecek maksimum voltaj, voltaja kars1 akim
grafiginden (Ohm yasas1 grafigi) belirlenebilir (Sekil 3.7). Bu grafikte voltaj yerine
elektriksel alan da kullanilabilir. Grafikte dogrusallik bozulmadan 6nceki son voltaj,
maksimum voltaj degerini verir. Maksimum voltaj tampon bilesimine, pH’sina ve

derisimine, ayrica kapiler i¢ ¢ap1 ve uzunluguna baghdir.
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Akim

MAKSIMUM VOLTAJ

/

Voltaj

Sekil 3.7. Voltaja kars1 akim (Ohm yasasi) grafigi.

EOF iizerinde énemli etkisi olan diger bir parametre de tampon pH’1dir. pH’1n
artmastyla EOF artar, ¢linkii yiiksek pH’larda kapiler i¢ duvarinda SiOH’in SiO’ya
iyonizasyonu yiiksek miktardadir. Formiil 3.12’den goriildiigi gibi, kapiler duvarinin
yiizey yiikiinde artis zeta potansiyelinin artmasina neden olur. Dolayisiyla, pH’1n artmasi
daha fazla yiikli SiO™ gruba, bu da yiikksek zeta potansiyeline ve sonucta da

elektroozmotik akis hizinin artmasina neden olur (Formiil 3.13).

Tamponun iyonik giiciinde veya derisiminde artig, zeta potansiyelini
diistireceginden EOF’yi azaltir. Diisiikk tampon derisimi kisa analiz siiresi verir, ancak
cok diisiik tampon derisiminden ka¢inilmalhidir. Eger tampon derisimi numune
derisiminden fazla degilse, numune ve tampon arasinda elektriksel alanda bozukluga
neden olan iletkenlikte farkliliklar olabilir. Bu bozulma pik genislemesine ya da pik
kuyruklanmasina neden olur. Genel kural olarak, ¢alisma tamponunun derisimi numune

derisiminin en az 100 kat1 olmalidir.

Sicaklikta artis tampon viskozitesinin azalmasina, dolayisiyla da EOF’nin
artmasina neden olur. Sicaklik siirekli kontrol altinda tutulmalidir. Ciinkii sicaklikta artis
numune bozulmasina, zon genislemesine, tampon kaynamasma ve tekrarlanamayan

analiz siiresine neden olabilir.
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Tampona organik ¢oziici eklenmesi viskozite, dielektrik sabiti ve zeta
potansiyeli lizerinde etkili olabilmektedir. Organik ¢dziiciiniin etkisi, eklenen ¢6ziiciliniin
cinsine ve miktarma gore degisir. Suya % 0-50 arasinda metanol eklenmesi ¢dzeltinin
viskozitesinin artmasina neden olur. % 50°den fazla metanol ilavesinde ise viskozite

azalir. Buna karsilik % 100’e kadar asetonitril eklenmesinde ¢6zelti viskozitesi azalir.

EOF, kapiler yiizeyinin silanol gruplarinin iyonlagsmasini onleyen bir materyalle
(poliakrilamid veya metilseliiloz) kaplanmasi ile azaltilabilir veya Onlenebilir. Ayrica
EOF ters faz polarite uygulanarak veya tampona degisik maddeler eklenerek ters

cevrilebilir.

EOF’yi 6l¢cmenin en kolay yolu, yiiksiiz bir bilesigin sisteme enjekte edilmesidir.
Bunun i¢in ¢aligma tamponu pH’inda yiiksiiz olan ve ¢oziinebilen, kullanilan dedektorle
tanimlanabilen, saf, kapiler duvar ile etkilesmeyen bir bilesik (metanol, mesitil oksit,

formamid, fenol gibi) secilmelidir.

Elektriksel alan altinda tampon i¢indeki elektriksel ytiklii maddeler elektroforetik

hizla hareket ederler. Elektroforetik hiz (vgp) Formiil 3.15’e gore hesaplanir.

VEp = E HEp (3.15)

Formiilde; vep: Elektroforetik hiz, ve pgp: Elektroforetik hareketliligi ifade etmektedir.
Maddeler kapiler boyunca farkli hizlarda hareket ettiklerinden ayirim gerceklesir.
Elektroforetik hareketlilik Formiil 3.16’ya gore verilir.

MEp:CI/67IT|r (3.16)
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Yukaridaki formiilde; q: Iyonize maddenin yiikii, ve r: Numune yaricapi sembolize
etmektedir.

Kapiler i¢inde kiiciik ve ¢ok yiikli molekiiller hizli, biiyilk ve az yikli
molekiiller ise yavag hareket ederler. Notral molekiillerin yiikleri sifir oldugu igin
elektroforetik hareketlilikleri sifirdir. Tampon viskozitesinde artis EOF’yi oldugu gibi
elektroforetik hareketliligi de azaltir.

Maddelerin hiz1 elektroforetik hiza ve elektroozmotik akis hizina baghdir.

Gozlenen elektroforetik hiz (vgs,) Formiil 3.17’ye gore verilir.

Ugsz = VEP + VEOF (3.17)

Kapilerin dedektor kisminin negatif yliklii ve EOF’nin dedektore dogru oldugu
“normal” CE’de, anyonlarin gozlenen hizlari, EOF’nin ters yoniinde elektroforetik
hareketlilige sahip olduklarindan elektroozmotik hizdan diisiiktiir (Ugs; anyon < LEOF)-
Katyonlarda ise gdzlenen hiz elektroozmotik hizdan biiytiktiir (Ugs, katyon > LeoF). Clinki
EOF ile ayn1 yonde hareketlilige sahiptirler. Notraller ise kapiler i¢inde yalnizca EOF ile
hareket ederler ve bundan dolay: gozlenen hiz EOF’ye esittir (Ugsz noral = Leor) (Sekil
3.8).



29

Uep EOF
i}
~l}
p-giiz
EOF
-~}
e
I IJ-gEi-z
L‘ EOF
—~—
Hep Mgz
Katyon Natr Anyon
- -
t

Sekil 3.8. Elektroforetik ve elektrozmotik hizlarin gé¢ zamani tizerine etkisi: (EOF:
elektroozmotik akis, pep: elektroforetik hareketlilik, pgs,: gézlenen hareketlilik, t:

zaman).

Gozlenen elektroforetik hiz (vgs,) Formiil 3.18’e gore hesaplanr.

Formiildeki; ¢ : Etkin kapiler uzunlugu (Numunenin kapiler igersinde girdigi noktadan
dedektore kadar olan uzunluk), ve tn: Maddenin gé¢ zamanmi gostermektedir.
Elektroforetik ayirim parametreleri zaman, etkinlik, segicilik ve ayiriciliktir. Maddelerin

etkin kapiler uzunlugundaki gé¢ zamani (ty,) Formiil 3.19°a gore hesaplanmaktadir.
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tn=¢ 1 (uep+ teor) V (3.19)

Formiil 3.19’dan goriildiigii gibi, yiiksek voltaj, kisa kapiler ve yiiksek EOF ile kisa
analiz siiresi elde edilmektedir. Etkinlik, teorik tabaka sayisi (N) ile belirlenir ve goc

zamani ile pik genisliginin Olgiilmesi ile hesaplanabilir (Formiil 3.20).

N =16 (tn / W) (3.20)

Formiildeki w, zemin ¢izgisindeki pik genisligini ifade etmektedir. Formiil 3.20’ye gére
dar pik ve uzun analiz siiresi ile yliksek etkinlik elde edilmektedir. Segicilik (o), komsu

iki pikin dedektorden gecerken birbirlerine olan uzakliklarini gdstermektedir (Formiil
3.21).

o= (tz — to) / (tl — to) (321)

t: Once gelen maddenin gd¢ zaman, t,: Sonra gelen maddenin gd¢ zaman, ty: Sadece
elektroozmotik akis ile siirliklenen maddenin go¢ zamani gostermektedir. Segicilikte
degisikligin en etkili yolu tampon pH’inda degisiklik yapmaktir. En 6nemli ayirim

parametresi olan ayiricilik (R;) elektroferogramlardan Formiil 3.22 ile hesaplanabilir.

Re=2 (t2—t1) / (w1 + W) (3.22)
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Formiildeki wy ve wy: Komsu piklerin zemin ¢izgisindeki pik genisligi ifade etmektedir.
Ayiricilik, uygulanan voltaj arttirilarak, calisma tamponunun pH’1 ve bilesimi

degistirilerek, kapiler uzunlugu arttirilarak ve EOF optimize edilerek arttirilabilir.
3.2.3.2. Kapiler Elektroforez Tiirleri
Kapiler elektroforez tiirleri asagidaki gibi siniflandirilabilir;

1) Kapiler zon elektroforez (CZE)

2) Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)
3) Kapiler jel elektroforez (CGE)

4) Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

5) Kapiler izotakoforez (CITP)

Bu tez c¢aligmasinda analizler kapiler zon elektroforez yontemi ile
gerceklestirildiginden sadece bu yontem incelenecektir. Kapiler Zon Elektroforez
(CZE), yaygin olarak kullanilan bir elektroforetik yontemdir. CZE’de ayirim, i¢i tampon
cozelti ile dolu kapiler boruda gergeklesir. Kapilerin uglari ayni tampon ¢ozeltiyi iceren
giris ve ¢ikis viallerine daldirilmistir. Bu tampon ¢ozeltiye ¢aligma tamponu denir. Her
iki viale daldirilan elektrotlar ise dis gili¢ kaynagia baglidir. Tampon ile dolu kapilere
numune enjekte edilip voltaj uygulanirsa pargaciklar kapiler boyunca zonlar halinde

hareket ederler (Sekil 3.9).

CZE’de parcgaciklarin hizlarina elektroforetik ve elektroozmotik iki kuvvet etki
eder. Katyonlar negatif yiiklii elektroda (katot) dogru, anyonlar pozitif yiikli elektroda
(anot) dogru go¢ ederler. Iyonlarm elektroforetik gdc hizlari, yiik/biiyiikliik (yiik/ap)
oranlarina baghdir. Ayn1 yiiklii iyonlardan kii¢iik olan biiyiik olanina goére, biiyiikliigii
ayn1 olanlardan ise yiikii daha fazla olan daha hizli hareket eder. Ayrica elektriksel alan
altinda, kapiler i¢inde elektroozmoz ile hareket de s6z konusudur. EOF, parcaciklari

anottan katota dogru hareket ettirir.
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Numune Enjeksiyonu

Voltaj Uygulamasi

XA

Yy,

ANOT

Elektroosmotik Akis

Sekil 3.9. Kapiler zon elektroforezde numune zonlarinin ayirima.

Elektroozmotik ve elektroforetik etkiler sonucunda CZE’de eliisyon sirasi
katyon, nétral ve anyon seklinde olusur. Iyonlar yiik/biiyiiklik oranlarina gore

ayrildiklarindan nétral bilesikler birbirlerinden ayrilamazlar (Sekil 3.10).

4= @@@%@@@ —_—

Anot Katot

Elektroosmotik akis é

Sekil.3.10. Kapiler zon elektroforezde ayirim.

CZE, bir tamponda ¢oziinebilen hemen hemen her iyonize bilesigin ayiriminda
kullanilabilir. Kii¢lik inorganik anyonlar ve katyonlar, biliyiik biyomolekiiller, ayrica
suda ¢oziinmeyen bilesikler de susuz tamponlar kullanilarak CZE ile ayrilabilirler.
Kapiler igersindeki bir maddenin dedektére ulagsma zamani o maddenin go¢ siiresi

(migration time) olarak tanimlanir. Maddeye ait gog siiresi (tm), Formiil 3.18 (vgs, = ¢/

tm)’e gore maddenin kapiler igersindeki hiziyla (vgs, ) Ve kapilerin etkin uzunluguyla (¢:
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dedektore kadar olan uzunluk) dogrudan alakalidir. Maddenin kapiler igersindeki hizi
Formiil 3.17 (vgs; = Lep + Leor )’ e gore elektroforetik hiza ve elektroozmotik akis

hizina baglidir.

Zayif bir asit i¢in (HA), asitlik sabiti su sekilde ifade edilebilir;

HA +H,0 «— H,0" + A

fa- [A] (H3:0")

fa- © A iyonu icin aktiflik sabiti ve (H30"): H3O" iyonu aktivitesi gostermektedir.
Debye-Hiickel esitligine gore log fa- Formiil 3.9°daki gibi ifade edilebilir. Dolayisiyla
iyonik siddeti ayn1 olan ¢dzeltiler icin fa- sabit olacaktir. Iyonik siddeti 0.02 M olan bir

dizi ¢ozelti farkli pH degerleri i¢in uygun seyreltme oranlartyla hazirlanabilir.

Zayif asit tiirleri i¢in pH bazik degerlere kaydik¢a pK, = pH — log [A7] / [HA]
esitligine gore [A"] / [HA] degeri biiyiir. Dolayisiyla pH arttikga HA derisimi A” derisimi
yaninda ihmal edilecek kadar kii¢iik degerlerde kalir. Bu durumda HA’ nin hemen

hemen tamaminin iyonlasarak A™ ’ye doniistiigli kabul edilebilir.

Kapiler zon elektroforez yonteminde =zayif asit tiiriindeki madde igin
elektroforetik hareketlilik A" tiirliniin orani arttikga maksimum, HA tiirtiniin orani
arttikga ise minimum degerlere ulasir; ¢linkii Formiil 3.16 (ugp = q/ 6 © nr)’ ya gore
elektroforetik hareketlilik, maddenin ytikii ile dogrudan alakalidir. Zayif asit yapisinda
olan maddeler igin herhangi bir pH daki elektroforetik hareketlilik (ugp), HA’ nin
iyonlagma yiizdesi ile iligkilidir (Formiil 3.23).
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pep = (%A) pa- (3.23)

Bu esitlik agilirsa asagida verildigi hale (Formil 3.24) doniisir ve K, ile
iliskilendirilebilir (Formiil 3.25).

[A]
HEp = -mm--mmmmmmmmmmmmmne- Ha- (3.24)
[HA] + [A]
Ka
MEP = =m-=mmmmmmmmmmmmmoe- Ha- (3.25)

fa-(H:0") + Ka

Esitlik 3.24 ve 3.25° e gore pH degerine kars1 pgp grafigi ¢izildiginde sigmoidal bir egri
elde edilir. Bu egrinin doniim noktas1 degerinde pH = pKj’ dir; ¢linkii pH = pK; iken
[HA] = [A] Ve pgp =" pa-’ dir.

Bazik pH degerlerinde iyonlagmayan bir ndtr marker kullanilirsa; iyonik siddetin,
sicakligin ve elektrik alanin sabit kaldigi bir ortamda farkli pH degerleri igin
elektroozmotik akis hizina ait gé¢ zamani (tp), nétr markerin gé¢ zamani (tm)’'na esit

olacaktir.

Formiil 3.17° ye gore vgs, = Lep + Leor ise ve Formiil 3.11 ve 3.15 e gore veor =
E teor Ve vep = E pep ise ve E= V/L olduguna gore Formiil 3.26° a gore elektroforetik

hareketlilik (uep : cm? V! sn™) su sekilde ifade edilebilir;

uer = (L.£) IV . (Utm — L/to) (3.26)
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Formiildeki; L: Kapilerin toplam uzunlugu, V: Uygulama voltaji, t,: maddeye

ait go¢ zamani, ve to: EOF’ ye ait gé¢ zamani ifade etmektedir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Kimyasal Bilesikler

Caligsmalarda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir (Koksal ve
digerleri, 2005, Koksal ve digerleri, 2008, Gokhan ve digerleri, 1999). Tiim kimyasal

maddeler herhangi bir ekstra saflastirma islemine tabi tutulmadan kullanilmistir.
4.1.1. Analizi Yapilan Benzoksazolon Tiirevleri

Uc degisik yontem ile asitlik sabitlerinin belirlenmesinde calisilan 2(3H)-

benzoksazolon tiirevlerinin agik formiilleri agsagida gosterildigi gibidir.

Bilesik No | Acik Formiilii

NH
01 Oi =0
0
Cl NH
02 \©i =0
0

CH,

03 N>:
0
0
CH

CI N/ 3

04 \—o
0

H,C NH

05 =0
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NH

H,C

%

ps

NH
O

0

06

07

08

» | LM

F
. | LI

11

12
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ps

Cl

T

H,C

ps

Cl

p

13

| 02
=

15

16

17

H,C

H,C
Cl




C| H3C NH
O
20 =
O
O

,CH,
N
21 H O: O
O

Cl NH
. | L
Cl | O
@)
4.1.2. Analizde Kullanilan Kimyasallar

Asetonitril CH3CN SIGMA-ALDRICH
Metanol CH3OH SIGMA-ALDRICH
Asetik asit CH3COOH SIGMA-ALDRICH
Sodyum asetat CH3COONa RIEDEL
Amonyum kloriir NH4CI RIEDEL
Amonyak NH; RIEDEL
Fosforik asit HsPO, RIEDEL
Disodyum hidrojenfosfat Na;HPO, RIEDEL
Sodyum dihidrojenfosfat NaH,PO, RIEDEL
Borik asit H3;BO3 SIGMA-ALDRICH
Sodyum kloriir NaCl SIGMA-ALDRICH
Potasyum hidroksit KOH SIGMA-ALDRICH

39
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e Sodyum hidroksit NaOH SIGMA-ALDRICH
e Potasyum kloriir KCI SIGMA-ALDRICH
e Hidroklorik asit HCI RIEDEL

4.2 .Kullanilan Ekipmanlar

e Shimadzu UVmini-1240 UV-GB Spektrofotometre

e Heidolph MR Hei-Standard magnetik karistirici ve 1sitict

e Mettler Toledo AB204-S/Fact klasik terazi(0.1mg)

e Metler Toledo XS205/Dual hassas terazi (0.01mg-0.001mg)
e Eppendorf mikropipet (10-100uL)

e Hellma kuvartz hiicre

e Metler Toledo- Seven Easy pH-metre

e Bandelin Sonorex Digitec ultrasonik banyo

e Agilent 3D CE Kapiler Elektroforez (Waldbronn, Germany)
4.3. Tampon Cozeltiler

pH 1.5-3.5 araliginda Fosforik asit- Sodyum dihidrojen fosfat tamponu,
molariteler ayarlanarak uygun oranlarda gereken pH’larda hazirlanarak kullanildi.
Ornegin; pH=2.10 Fosfat tamponunun hazirlanabilmesi icin gerekli olan asit ve tuz

miktarlari, 0.1 M H3PO,4 ve 0.1 M NaH,PO, ile ayarlanarak hazirlanmistir.

pH 3.7-5.7 araliginda Asetik asit-Sodyum Asetat tampon ¢6zeltisi kullanildi. Asit
ile konjiige bazin molariteri ayarlanarak gereken pH’larda asetat tampon c¢ozeltileri
hazirlandi. Ornegin; pH=4.7 Asetik asit- Sodyum Asetat tamponunun hazirlanabilmesi

icin 0.1 M CH3COONa ile 0.1 M CH3COOH ayarlanarak hazirlanmustir.

pH 5.8-7.8 araliginda Fosfat tampon ¢ozeltisi kullanildi. Uygun molaritelerde

Disodyum hidrojenfosfat ile Sodyum dihidrojenfosfat oranlart karistirilarak, gereken



41

pH’lardaki fosfat tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Ornegin; pH=5.8 Fosfat tamponu, 0.1 M
NaH,POy, ile 0.01 M Na;HPO,4.2H,0 ayarlanarak hazirlanmistir.

pH 8.3-10.3 araliginda Borik Asit-Sodyum Hidroksit tampon ¢ozeltileri
kullanildi. Uygun molaritelerde Borik asit ve Sodyum hidroksit oranlari karistirilarak
gereken pH’larda tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Ornegin; pH=9.3 Borik asit tamponu igin

0.2 M H3BOs ile 0.1 M NaOH ayarlanarak hazirlanir.

pH 8.30-10.30 araliginda Amonyak tamponu kullanildi. Uygun molaritelerde
Amonyak-Amonyum kloriir oranlar1 karigtirilarak, gereken pH’larda tampon ¢ozeltiler
hazirlandi. Ornegin; pH=9.3 Amonyak tamponu, 0.1 M NH3 ile 0.1 M NH,CI

ayarlanarak hazirlanir.

pH 10.5-12.5 araliginda Disodyum hidrojenfosfat-Sodyum hidroksit tampon
cozeltisi kullanildi. Uygun oranlarda molariteler ayarlanarak, gereken pH’lara ait

Disodyum hidrojenfosfat-Sodyum hidroksit tampon ¢6zeltisi hazirland.
4.4.Yontemler

4.4.1. Ultraviyole (Mor Otesi)- Goriiniir Bolge (UV-GB) Spektroskopi

Yontemi

Ultraviyole-Goriiniir  Bolge  Spektroskopi  (UV-GB) yontemi ile asitlik
sabitlerinin belirlenmesinde UVmini-1240 model Shimadzu iiretici firmasina ait UV-GB
Spektrofotometre cithazi  kullamilmistir.  Yapilan spektrofotometrik  Olgtimlerde
benzoksazolon tiirevlerine ait 5 mL’ lik balon jojeler igerisine 0.01 M olacak sekilde
hazirlanan maddeler AB204-S/FACT ve XS205 seri numarali METTLER-TOLEDO
markali classic plus-excellence tarti cihazlarinda tartilmis ve asetonitril igerisinde
¢oziilmiistiir. Daha sonra son konsantrasyon 5x10° M olarak, hacim segilen tampon
cozelti ile 10 mL’ye tamamlanmistir (Tampon c¢dzeltileri CO, adsorplanmasini
engellemek igin agz1 kapali kaplarda muhafaza edilmis saf su kullanilmistir.). Cihazin

1sinmas1 beklendikten sonra, Hellma iiretici firmali 10 mm’lik kiivetler icerisine ilk
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olarak tampon c¢ozelti doldurulmus ve kor numune olarak oda sicakliginda (25 °C)
Ol¢time birakilmistir. Ardina hazirlanan 2(3H)-benzoksazolon tiirevlerine ait numuneler
Olclim icin kiivete doldurularak isleme birakilmistir. Her numuneye ait 6lgiimler sonrasi
elde edilen absorbans-dalga boyu degerleri bilgisayara transfer edilerek grafikleri

olusturulmustur.

Tim pH degerleri tizerinden en uygun dalga boyu araligi segilerek, o dalga
boyuna ait absorbans-pH grafikleri olusturulmustur. Her bir bilesige ait pK, degeri,
birbirinden bagimsiz ii¢ farkli deney ile 190-400 nm dalga boyu araliginda elde edilen

bu spektrumlar ile belirlenmistir.
4.4.2.Potansiyometrik Yontem

Potansiyometrik yontemle asitlik sabitlerinin belirlenmesinde Mettler Toledo
tiretim firmali Seven Easy tipi pH-metre kullanilmistir. pH-metrenin kalibrasyonu
standart pH 4.00 ve pH 7.00 tamponlar1 kullanilarak yapilmistir. Titrimetrik analizde
Isolab marka biiret ve Heidolph marka MR Hei-Standart temas kismi teflon karistirict
kullanilmigtir. 0.1 mL 1 M hidroklorik asit (HCI), 8.9 mL H,O (CO; adsorplanmasini
engellemek i¢in agz1 kapali kaplarda muhafaza edilmistir.), 0.154 M potasyum kloriir ve
1 mL asetonitril igerisinde ¢oziinmiis madde karigimi 25 mL’lik beher igerisinde
hazirlanarak, oda sicakliginda magnetik karistirict yardimiyla karistirilmistir. Suda
¢ozinlrligli az olan bazi 2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinde asetonitril miktar
arttirilmistir. 0.5 M Potasyum hidroksit (KOH) ile yapilan titrasyonlar sonucunda
harcanan hacimlere kars1 gelen pH degerleri kaydedilerek grafik olusturulmus ve pK,

degerleri saptanmistir.
4.4.3. Kapiler Zon Elektroforez Yontemi

Kapiler zon elektroforez ile asitlik sabitlerinin belirlenmesinde Agilent 3D
markali cihaz ile ¢alisgilmigtir. Fotodiyot dedektorii kullanilarak 210 nm dalga boyunda

analiz yapilmistir. Eritilmis silikadan yapilmis kapiler (ic ¢api1 50.0 mikron, toplam
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uzunlugu 48.5 cm, efektif uzunlugu 40.0 cm) sicakligr 25 °C iken, 20 kV sabit voltaj

uygulanarak en iyi ayirim piki elde edilmeye ¢aligilmistir.

Her 6rnek maddeden 10 mg alinarak metanol ile 10 mL’ye seyreltilmistir ve stok
¢ozeltiler hazirlanmistir. Analiz edilecek 6rnek ¢ozelti igin ise, stok ¢ozeltiden alinan
100 pL, 100 pL tampon ¢ozelti ve 800 plL distile su ile karistirilmistir. Ayrica notr
marker olarak (N-CHj3)-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 3) ilave edilmistir.

Vial igerisine doldurulan 6rnek ¢dzelti cihaza enjekte edilir. Her 6lgiim oncesi
kilcal 0.01 N NaOH ile 2 dakika yikanir. Daha sonra kilcal, su ile 2 dakika ve tampon
cozeltiyle 4 dakika durulanmaktadir. Yapilan yikama islemlerinin ardindan,
hidrodinamik enjeksiyon ile 50 mbar basing ve enjeksiyon sonrasi 20 KV voltaj
uygulanmaktadir. Her numune i¢in 3 kez tekrarlanan bilesik enjeksiyonu ve islemin
tamamlanma asamalart sinyal penceresinde takip edilerek izlenebilmektedir.
Coziinenlerin elektroforetik hareketliliklerine bagli olarak gerceklesen ve kapiler
icerisinde elektroforetik tampon iginde ¢Oziinmiis iyonik tiirlerin farkli hizlarla goc
etmelerine dayanarak gerceklesen ayirma isleminin sonucunda olusan pikler
kaydedilmistir. pH ile gozlenen elektroforetik hareketlilik grafige gecirilmis ve pK,

degerleri saptanmistir.
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5. BULGULAR

2(3H)-benzoksazolon ana yapisinin (Bilesik 1) asitlik sabiti (pK,;) UV-GB
spektroskopisi, potansiyometri ve Kkapiler elektroforez ile tayin edilmistir (Foulon ve
digerleri, 2007). Bilesik 1 ile yaptigimiz ¢alismalar neticesinde, bu maddenin asitlik
sabitini (pK;) UV-GB spektroskopisi ile 9.01, potansiyometrik yontem ile 8.98 ve
kapiler zon elektroforez yontemi ile 8.97 oldugu tespit edilmistir. Literatiirde yer alan bu
caligmada Bilesik 1 i¢in elde edilen pK, degerleri Tablo 5.1°de verilmistir. Ayrica
literatlirdeki diger bir calismada, ayn1 madde i¢in pK, degeri 8.7 oldugu tespit edilmistir
(Poupaert ve Carato, 2005). Protonlanmanin benzoksozolon halkasi {izerindeki azot

atomunun tizerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 5.1).

NH, NH
>2:O >:0 + H*
O O

Sekil 5.1. 2(3H)-benzoksazolon halkasinin prontonlanma denge reaksiyonu.

Tablo 5.1. Bilesik 1’in pK, degerleri.

UVv-GB Potansiyometri | Kapiler Elektroforez Kaynak
8.96+0.09 8.954+0.04 9.18+0.06 Foulon ve digerleri, 2007

Bu calismalar sonucunda elde edilen verilerin birbirleri arasindaki benzerlik ile
literatiirde verilmis olan degerlere olan anlamliliklart arastirilmis (Ek 1’¢ bakiniz),
2(3H)-benzoksazolon tiirevleri iizerinde bu ii¢ yontem ile asitlik denge sabitlerinin
belirlenmesi g¢alismalarina devam edilmis ve elde edilen asitlik sabit (pK,) degerleri

Tablo 5.2 verilmistir.
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Tablo 5.2. 2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinin pK, degerilerinin UV-GB spektroskopisi,

potansiyometri ve kapiler zon elektroforez (CZE) ile tayini.

Bilesik No Bilesik .‘f“?.lk UV-GB | Potansiyometri CZE
Formiilii
1 NH
=0 9.0140.06 | 8.98+0.05 | 8.97+0.04
o
2 cl NH
C[ =0 | 8.26+0.05 - 8.25+0.06
0
3 ,CH,
N
(;[ S—o <2.10 - Marker
(@]
4 Cl N/CH3
WL =o | <183 : :
(@)
5 HC NH
C[ Y—0 | 8924005 | 897+0.08 | 8.82+0.04
(6]
6 NH
chw)@[fo 7.86+0.04 |  7.78+0.09 i
(@]
NH
7 o
© 7.70+0.07 7.81+0.07 -
(o]
NH
8 o
© 7.40+0.06 7.32+0.07 -
F (@]
NH
T O
- o 7.65£0.06 | 7.61+0.08 -
(0]
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10 F NH
OFO 7.70+0.05 - 7.40+0.07
(o]
11 F NH
oﬁo 7.35+0.08 . 7.23+0.04
F O
12 F
NH
OFO 7.45£0.06 | 7.36+0.04 -
F O
13 F NH
FOFO 7.61+0.05 |  7.54+0.06 -
(@]
14 F
NH
o Wew I I
E O
(@]
15 NH
SUSe.
5 7.35£0.03 | 7.29+0.07 7.23+0.03
Cl (@]
16 cl NH
O/EO 7.15+0.06 - -
F (@]
17 H,C NH
Hcfo 8.15£0.05 |  8.11+0.05 -
’ o
18 H.C "
O/EO 7.67+0.04 ] ]
Cl (e}
19 HC NH
CIOFO 8.10+0.05 - -
(@]
20 H.C

@]
o 5 P
o_ =z
I
I
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21 ,CH,§
N
H =0 | <210 - -
O
@]
22 g N
Cloﬁo 8.30£0.05 - .
(e}

Bilesik 1 igin elde edilen absorbsiyon spektrumu Sekil 5.2°de verilmistir. Asidik
ortamda (pH > 3) iki tane absorbsiyon bandi 224 nm ve 270 nm goézlenmis iken, alkali
ortamda ise bu degerlerinin 271 nm ve 279 nm bandina kaydigi goézlenmistir.
Spektrumda dort tane izobestik nokta gozlenmis olmast Bilesik 1 maddesinin yalnizca

bir tane asit-baz denge reaksiyonu (Sekil 5.1) verdigini gostermektedir.

210 230 250 270
Sekil 5.2. 5x10° M 2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 1)’in degisik pH degerlerinde elde
edilen absorbans-dalga boyu grafigi. pH degerleri : a.7.69, b. 8.62, ¢.8.83, d.9.19, e.

9.41, ve £.9.87.
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Bilesik 1’in degisik pH degerlerinde elde edilen absorbans degerlerinin segilen dalga
boylarindaki (238 nm) absorbans verilerinin pH’a kars1 ¢izilen grafigi Sekil 5.3’te

verilmistir.
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Sekil 5.3. 5x10° M 2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 1)’in degisik pH degerlerindeki 238
nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerlerinin pH’a kars1 grafigi. pH degerleri:
a.7.69, b.8.62, ¢.8.83, d.9.19, .9.41, ve £.9.87.
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Elde edilen absorbans-pH grafigi S seklindedir ve bu egrinin orta noktasindan
Bilesik 1’in pK; degerinin 9.01 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen pK; degerleri ii¢ kez
tekrarlanmistir. Ayrica degisik dalga boylarinda da benzer grafiklerden ayni ve/veya

benzer pK, degeri elde edilmistir.

UV-GB spektroskopisi ile elde edilen Bilesik 1 maddesinin pK, degerinin
dogrulugunu kontrol etmek i¢in potansiyometri ve kapiler zon elektroforez

yontemlerinden yararlanilmistir.

Yapilan potansiyometrik deneylerde, ¢ozeltinin iyonik giigii 0.154 M olacak
sekilde potasyum kloriir ile sabitlenmistir. Ancak potansiyometrik 6l¢iimlerde kullanilan
konsantrasyon, UV-GB spektrofotometrisinde kullanilan konsantrasyondan 6l¢iim
degerlerinin okunabilmesi i¢in daha yiiksek yapilmistir. Calisilan maddelerin
coziintirliikleri yiiksek konsantrasyonlarda azalmasindan dolayisiyla sadece bazi
benzoksazolon tiirevlerinin pK, degerleri bu yontem ile elde edilmistir. Bu yontem ile
elde edilen ¢ozeltinin asitligi (pH)—eklenen bazin hacmi grafigi Sekil 5.4’te verilmistir.
Yapilan calismalar sonucunda elde edilen egrinin orta noktasindan Bilesik 1’in pK,
degeri 8.98 olarak tespit edilmistir. Potansiyometrik yontem ile elde edilen pK, degeri
ile UV-GB spektroskopisi ile elde edilen deger arasindaki benzerlik oldugu gibi
literatiirde verilen sonuglar ile ortiismektedir (Foulon ve digerleri, 2007). Bu yontemle
elde edilen deneysel veriler ii¢ kez tekrarlanarak elde edilen pKj degerleri Tablo 5.2°de

verilmistir.

Uciincii teknik olarak kullanilan kapiler zon elektroforez (CZE) ile Bilesik 1’in
pK, degeri (pK,=8.97) tayin edilmistir. Tampon ¢ozelti igerisindeki Bilesik 1 ile notr
marker (Bilesik 3) kapilerden gecirilerek elektroforetik hareketliliklerine bagli olarak
tampon icinde ¢Oziinmils iyonik tiirlerin farkli hizlarla go¢ etmelerine dayanarak
gerceklesen ayirma isleminin sonucunda olusan pikler 3 defa tekrar edilerek
kaydedilmistir. Coziinenlerin pH ile gézlenen elektroforetik hareketlilik degerleri grafige

(Sekil 5.5) gecirilerek ve pK, degerleri saptanmistir.
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Sekil 5.4. 2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 1)’in potansiyometrik yontem ile pH’1n eklenen

bazin (KOH) hacmine kars1 ¢izilen grafigi.
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Sekil 5.5. 2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 1)’in degisik pH degerlerindeki elektroforetik
hareketlilik grafigi. pH degerleri :a.5.65, b.6,03, c.6,42, d.6,81, e.7,21, f.7,63, g.8,02,

h.8,18,1.8,61, j.8,96, k.9,12, 1.9,69, ve m.10,30.
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2(3H)-benzoksazolon ana yapisinin (Bilesik 1) asitlik sabitinin, kullanilan ¢
degisik deneysel ¢alismalar ile literatiirde verilen degerler arasinda anlamlilik oldugu
saptanmis (Ek 1’e bakiniz) ve yapi-asitlik sabiti (pK,) arasindaki iligskiyi anlamak igin

benzer yapidaki 2(3H)-benzoksazolon tiirevleri tizerine ¢alismalar yogunlastirilmistir.

Bilesik 2 (5-Klor-2(3H)-benzoksazolon) kas gevsetici olarak kullanilan bir
ilagtir. Bu maddenin tampon ¢6zelti i¢erindeki asitlik sabitini (pKj) bulmak i¢in UV-GB
spektroskopisi ile kapiler zon elektroforez kullanilmigtir. Potansiyometri yontemi ile pK,
tayini, Bilesik 2’nin tampon ¢6zelti i¢erindeki ¢Oziiniirliigiiniin az olmasi nedeni ile

tespit edilememistir.

Bilesik 2 i¢in elde edilen absorbsiyon spektrumu Sekil 5.6’da verilmistir. 230
nm, 262 nm, ve 280 nm dalga boylarindaki izobestik noktalari yalnizca bir tane asit-baz
dengesini gostermektedir. Absorbans degerlerinin ortamin asitlik degeri ile azalmasi
sonucu her bir dalga boyundaki artis veya azalig, ortamdaki maddenin protonlanmig

formdan nétral forma gegisini isaret etmektedir.

Bilesik 2°nin 246 nm sabit dalga boyunda elde edilen absorbans verilerinin,
farkli tampon ¢ozeltilerdeki pH degerlerine karsi ¢izilen grafigi Sekil 5.7°de verilmistir.
Elde edilen egri S seklindedir ve bu egrinin orta noktasindan Bilesik 2’in pK; degerinin
8.26 oldugu tespit edilmistir. Sekil 5.7°de goriildiigii gibi deneysel veriler ile kuramsal
egri arasindaki benzerlik deney sonuclar1 ile teorik degerler arasindaki uyumu
gostermektedir. pK, degerleri diger bazi dalga boylarinda da hesaplanmis ve benzer
sonuclar elde edilmistir. Asitlik sabitinin eldesi i¢in ayni deneme en az {i¢ defa tekrar

edilerek ortalama pK, degeri tespit edilmistir (Tablo 5.2).
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Sekil 5.6. Bilesik 2 (5-ClI-2(3H)-benzoksazolon)’un degisik pH degerlerinde elde edilen
absorbans-dalga boyu grafigi. pH degerleri : a.6.18, b.6.74, ¢.7.69, d.8.23, €.8.62, £.8.83,
0.9.19, h.9.41, ve i.9.75.
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pH 10

Sekil 5.7. 5x10™ M 5-Klor-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 2)’nin 246 nm dalga boyunda

elde edilen absorbans degerlerinin pH’a kars1 grafigi. pH degerleri : a.6.18, b.6.74,

C.7.69, d.8.23,.8.62, .8.83, 9.9.19, h.9.41, ve i.9.75.
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Kapiler zon elektroforez yontemi ile Bilesik 2’nin asitlik sabitinin tayin
edilebilmesi i¢in, farkli pH degerlerinde hazirlanmis tampon c¢ozeltilerden gegirilen
Bilesik 2 ile notr markerin (Bilesik 3) vermis olduklar1 elektroforetik piklerden
faydalanilmistir. pH ile gozlenen -elektroforetik hareketlilik grafige (Sekil 5.8)

gecirilerek pK, degerleri saptanmigtir.

-6.0

-4.0

()1() 1 | 1 1 1 1 1 1 ]
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Sekil 5.8. 5-Klor-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 2)’nin degisik pH degerlerindeki
elektroforetik hareketlilik grafigi. pH degerleri : a.6.03, b.6.42, ¢.6.81, d.7.21, e.7.63,
.8.02, 9.8.18, h.8.61, i.8.96, j.9.12, k.9.69, ve 1.10.50.
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Azot tlizerinde metil grubu igeren Bilesik 3 ve Bilesik 4 i¢in yapilan ¢alismalarda,
calisgilan tampon ¢ozelti pH araliginda (1.83-13.0) bilesiklerin asitlik sabitleri tespit
edilememistir. Ancak bu maddelerin asitlik sabitlerinin ¢alisilan en diisiik pH degerinden
daha diisiik bir pK, degerlerine sahip oldugu 6ngoriilebilir. Elde edilen en diisiik asitlik
sabitleri Tablo 5.2 de verilmistir.

Bilesik 3’lin absorbans-dalga boyu grafigi Sekil 5.9°da verilmistir. Tampon
¢ozeltilerin asiditesinin azaltilmasina ragmen (pH 2.10°dan 9.41’¢) okunan absorbans-

dalga boyu spektrumunda herhangi bir degisim gozlenmemistir.

200 250 300
A (nm)

Sekil 5.9. 2-(3-Metil)-benzoksazolon (Bilesik 3)’un degisik pH degerlerinde elde edilen
absorbans-dalga boyu grafigi. pH degerleri: 2.10, 6.18, 7.25, 8.10 ve 9.41.
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Bilesik 3 ve Bilesik 4 i¢in zaman igerinde absorbans degerlerinde herhangi bir
degisim olup olmadig arastirildi ve gesitli zaman araliklar1 ile toplanan absorbans-dalga
boyu spektrumunda herhangi bir farklilik gozlenmedigi gibi farkli giinlerde hazirlanan
¢ozeltilerde de absorbansin zamandan bagimsiz oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
Bilesik 3’iin asitlik sabitinin diisiik olmasi, kapiler zon elektroforez deneylerinde bu

maddenin notr marker olarak kullanilmasini saglamistir.

Calismamizin ana yapi iskeletini olusturan bes maddelik grubun son iiyesi olan
5-metil-2(3H)-benzoksazolonun (Bilesik 5) ilk iki bilesikte kullanilan ayni teknikler ile
asitlik sabiti bulunmustur. Bilesik 5’in 5-CI-2(3H)-benzoksazolon’dan (Bilesik 2) farkli
olarak potansiyometrik dlgiimlerde ¢oziiniirligiiniin daha iyi olmasindan dolay: asitlik
sabiti, pK, degeri, tespit edilmistir. UV-GB spektroskopisi, potansiyometrik ve kapiler

zon elektroforez yontemleri ile elde edilen asitlik sabitleri Tablo 5.2 de verilmistir.

Ana yapiy1 olusturan bu bes maddeden {li¢ tanesinin pK, degeri bulunmus ve 2
tanesinin en diisliik pK, degeri Tablo 5.2 de verilmistir. Bu seriden ilk farklilik elektron
¢eken grubun (Klor) 2(3H)-benzoksazolon ana yapisi lizerindeki 5 konumunda olmasi
(Bilesik 2) elektronik dagilimda etki gostererek, hidrojen 1ile kiyaslandiginda
benzoksazolon halkasina elektron verici etki yapan metil’in halkanin 5 numaral

konumunda (Bilesik 5) olmasina gore asitligi arttirdig1 gézlenmistir.

Sistematik ¢alismalarimiza 2(3H)-benzoksazolon ana yapisi lizerinde 6 numaral
konuma karbonil grubu igeren 6-benzoil bilesikleri ile devam edildi. Bilesik 6 ve
Bilesik 7’nin asitlik sabiti tespit edilmistir. Her iki bilesigi ve 2(3H)-benzoksazolon
karsilastirdigimizda karbonil grubunun varliginin bu maddelerinin asiditesini arttirdigi
gozlenmistir. Ayrica Bilesik 7 igin verilen literatiir degeri (pK,=7.76+0.03) ile
calismalarimiz neticesinde elde edilen pK, degerleri birbirleri ile uyumlu ve anlamlhidir
(Bkz.Ek 2) (Foulon ve digerleri, 2007).

Bundan sonra ¢alistigimiz maddeler (Bilesik 8, 9, ve 10) Bilesik 7 tizerine flor

atomunun benzen halkasi iizerindeki konumlarmin farklilandirilmis sekilleridir. Orto,
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meta, ve para konumlarindaki flor atomunun varligi orto pozisyonunda para

pozisyonuna dogru asitligi azaltacak yonde etki gostermekte oldugu bulunmustur.

Tek flor atomunun 6-benzoil tizerindeki etkisi incelendikten sonra, 6-benzoil
tizerine degisik pozisyonlarda 2 tane flor atomu oldugu bilesiklerin de asitlik sabitleri
bulunmustur (Bilesik 11, 12, 13, ve 14). Bu maddelerden Bilesik 14’lin asetonitril
coOziiciisiinde ¢ozllmedigi goézlenmistir. Deneysel veriler arasinda ¢oziicii degisikligi
nedeni ile yeni bir degisken ilave edilmemesi adina baska bir organik ¢oziici
kullanilarak pK, tayini yapilmamustir. Diger bilesikler i¢in yapilan deneyler sonucunda
elde edilen asitlik sabitleri Tablo 5.2 de verilmistir. Veriler incelendiginde 6-benzoil
izerinde 2 ve 6 pozisyonlarinda flor igeren bilesigin pK, degerinin; 2,5 ve 3,4
konumunda flor bulunan bilesiklerden (Bilesik 12 ve 13) daha asidik oldugu
goriilmiistiir (Tablo 5.2). UV-GB spektroskopisi ile elde edilen Bilesik 11’in asitlik
sabiti ve degisik pH degerlerinden elde edilen absorbans-dalga boyu spekturumu Sekil
5.10°da verilmistir. Aynt maddenin 344 nm dalga boyunda degisik tampon ¢ozeltilerinde
elde edilen absorbans-pH grafigi ise Sekil 5.11 de verilmistir. Benzer yaklasim, diger
bilesiklerin pK, tayinlerinde kullanilmistir (Tablo 5.2). Ayrica yapi-aktivite (Analjezik)
iliskisine maddenin pK; degerinin etkisi oldugu Ongoriilmektedir. Tablo 5.3 de
goriilecegi iizere, asitlik sabiti (pK,) arttikca (asidite azaldikc¢a) analjezik aktivitede
azalma meydana gelmistir (Gokhan ve digerleri, 1999). Bu sonug asitligin yapi-aktivite

arasindaki iligkinin agiklanmasinda kullanilabilegini gostermektedir.

Tablo 5.3. Bilesik 11,12 ve 13’iin asitlik sabiti (pK,) degerleri ile analjezik aktiviteleri.

# pKa | % Analjezik Aktivite

11 7.35+0.08 53.26

12 7.45+0.06 76.07

13 7.61+£0.05 19.86
Aspirin 45.24
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Bilesik 7’nin 6-benzoil tizerindeki 2 numarali konumdaki hidrojen atomu yerine,
Bilesik 8’de flor ile yer degistirildiginde, asitlik sabitinin artti§i gozlenmisti. Benzer
sekilde; 2 numarali konuma klor atomu konuldugunda (Bilesik 15), maddenin asitlik
sabiti hidrojenden daha elektronegatif bir atom olan klor tarafindan artmistir (Tablo 5.2).
Ayrica Bilesik 15’in tespit edilen asitlik sabiti degerleri (UV-GB spektroskopisi,
potansiyometri ve kapiler zon elektroforez) ile literatiirde verilen degerlerin uyum iginde

oldugu goriilmiistiir (Bkz.Ek 1) (Foulon ve digerleri, 2007).
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Sekil 5.10. 5-(2,6-Diflorobenzofenon)-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 11)’in degisik pH
degerlerinde elde edilen absorbans-dalga boyu grafigi. pH degerleri : a.5.60,b. 6.30,
€.6.60, d.7.20, e.7.80, f.8.35, ve ¢.8.60.
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Sekil 5.11. 5x10™ M 5-(2,6-Diflorobenzofenon)-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 11)’in
344 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerlerinin pH’a kars1 grafigi. pH
degerleri: a.5.60, b.6.30, ¢.6.60, d.7.20, .7.80, f.8.35, ve g.8.60.

Bilesik 2 (5-Klor-2(3H)-benzoksazolon) tiirevi olan Bilesik 16 igin yapilan
calismada asitlik sabitinin, hem 2(3H)-benzoksazolon’dan hem de 5-klor-2(3H)-
benzoksazolon’dan daha asidik karakter tasidigi tespit edilmistir (Tablo 5.2). 6-
benzoil’in orto pozisyonunda bulunan flor atomunun elektron ¢eken bir grup olmasindan

dolay1 ana yapidaki azot atomu iizerinde gergeklesen protonlanma reaksiyonunda
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hidrojeni daha zor verdigi dolayisiyla elektronlarin azot atomu iizerinde daha fazla

kaldig1 6n goriilmektedir.

H H
/
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2(3H)-benzoksazolonun 5. konumda metil siibstitiientli tiirevi olan Bilesik 5 ile,
bu bilesigin 6-benzoil tiirevlerinden biri olan Bilesik 17 ile karsilastirilmasinda, Bilesik
17’nin asitlik sabiti degerinin (pK,) 5-metil-2(3H)-benzoksazolon’a gore azaldigi, yani

asiditenin arttig1 gdzlenmektedir.

Calismamizin son asamasinda 5-metil-2(3H)-benzoksazolon (Bilesik 5)’un 6
konumunda klor atomunun orto, meta, ve para konumunda oldugu 6-benzoil tiirevleri
tizerinde calisilmistir. Elde edilen veriler 15181nda orto (Bilesik 18) ile meta (Bilesik 19)
asitlik sabitinin (pK,) Bilesik 5’ten daha diisiik oldugu gozlenmistir (Tablo 5.2). 6-
benzoil tizerindeki klor atomunun, ana yapidaki 5 pozisyonunda metil grubu icermeyen
Bilesik 7°’den daha asidik oldugu gozlenmistir. Beklendigi gibi (orta ve para
substitiientler elektronlarin delokalize etmelerinden dolay1) yapi iizerindeki orto-klor
bilesigi (Bilesik 18), meta pozisyonunda klor igeren Bilesik 19’dan daha diisiik pK,
degerine sahip oldugu gosterilmistir. Ancak Bilesik 20 ile yapilan deneyler neticesinde
absorbans degerlerinin, calisilan tim tampon ¢ozeltiler ile zamana bagh oldugu
gbzlenmis ve dolayisiyla asitlik sabiti degeri tespit edilememistir. Orto ve meta
tirevlerinin ayni tampon ¢ozeltilerinde absorbanslari zamandan bagimsiz oldugu
gozlenmistir. Bilesik 21 i¢in asitlik sabitinin tespit edilememesinin sebebi, Bilesik 3 ve
4’te oldugu gibi azot lizerinde metil grubu igermesidir. Ayrica elde edilen absorbans-
dalga boyu spektrumlarinin, g¢alisgilan pH araliginda zamana bagl olarak degistigi

gbzlenmistir ve bundan dolay asitlik sabiti verilememistir.
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Son olarak bu ¢aligma kapsaminda Bilesik 22 ile ¢alisilmigtir. Bu bilesik igin
elde edilen pK, degeri ile aym konumda flor atomlar1 igeren Bilesik 13
karsilastirildiginda, Bilesik 13’iin Bilesik 22°den daha asidik oldugu goriilmiistiir. Bu
sonu¢ daha elektronegatif olan flor atomunun ana yapidan daha kuvvetli elektron
cekmesi sonucunda azot atomu iizerinde olusturdugu kismi pozitif yiikiin daha kararsiz

oldugunu gosterdigi diisiiniilmektedir.
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6. TARTISMA

2(3H)-benzoksazolon ve tiirevleri ilgili olarak yapmis oldugumuz calismalar
neticesinde bulunan degerler literatiirdeki degerler ile karsilastirilmistir. Literatiirde UV-
GB spektroskopisi, potansiyometri ve kapiler zon elektroforez teknikleri ile Bilesik 1
icin yapilan ¢alismada, protonlanmanin 2(3H)-benzoksazolon halkasi iizerindeki azot
atomundan kaynaklandigi rapor edilmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, Bilesik 3,
4 ve 21 i¢in asitlik sabitlerinin tespit edilememis olmasindan dolay1 protonlanmanin
benzoksazolon ana yapisindaki azot atomu {izerinde oldugu ispatlanmistir. Buna bagh
olarak, yapisal degisikliklerin daha ¢ok halkanin 3, 5 ve 6 konumlarinda yapildig1 ana
yap1 ve tiirevleri tizerinde ¢aligmalar devam edilmis, 6-benzoil’in ana yapidan daha aktif
oldugu, 5. konuma klor siibstitiientli grubun ilavesiyle analjezik etkinin substitiient

icermeyen ana yapinin analjezik etkisinden daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak 2(3H)-benzoksazolon ve tiirevleri iizerinde yapmis
oldugumuz calismalarla ilgili, iyonlasabilen gruplarmn varliginin, biyolojik aktiflik ve
¢oziinebilirlik ile 1lgili bilgi sagladigi goriilmektedir. Buna bagl olarak, ii¢ farkli yontem
ile siirdiirtilen iyonizasyon sabiti tayin yontemlerimizde, 22 adet maddeden, yalnizca 17
tanesi ile ilgili veri toplanmistir. Her li¢ yontem ile bulgularin elde edildigi Bilesik 1,
Bilesik 5 ve Bilesik 15°e ait verilerin karsilagtirilmasinda Varyanslarin Homojenlik Testi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, Varyanslarin Homojenlik Hipotezi,
EK 1’de gosterildigi sekilde, p>0.05 degerleri ile istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Sadece iki yontem sonuglarinin oldugu Bilesik 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 17
‘e ait gruplara ait verilerin istatistik analizi ise Wilcoxon Eslestirilmis Ikili Ornek Testi
kullanilarak karsilastirilmistir. EK 2°de gosterildigi sekilde, p=0.05 degeri elde edilerek,

istatistiksel olarak iki es arasinda anlamli bir fark olmadig1 ortaya ¢ikmustir.

2(3H)-benzoksazolon yapisindaki azot atomu iizerinde metil grubu igeren bilesik
tiirevlerinde asitlik sabiti degerlerine ii¢ yontem ile ulasilamamis olmas1 protonlanmanin
yeri tizerindeki stipheyi kaldirmis ve protonlanmanin sadece ana yapidaki azot atomu

tizerinde oldugu goriilmiistiir. UV-GB spektroskopisinde, degisik pH araliklarinda
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tampon ¢oOzeltiler kullanilmasina ragmen azot fiizerinde metil grubu oldugunda
protonlanma goézlenemedi ve bu maddelerin pK; degerlerinin 2 den kii¢iik oldugu
bulunmustur. Bu bilgilere dayanarak, Bilesik 3, 4 ve 21°de asitlik sabiti degerlerinin

saptanamamasi Sekil 5.1°de verilen mekanizmanin dogrulugunu kanitlamaktadir.

Yapilan sistematik ¢alismalar sonucunda, UV-GB spektroskopisi yontemi ile
ilgili olarak, yiiksek duyarliliga sahip (10'6 M’a kadar degisen) olmasi, iyi bir dogruluk
elde edilebilmesi, veri toplamasinin oldukc¢a kolay ve elverisli olmasi agisindan pK,
tayini icin segilebilecek yontemlerden en avantajlist oldugu sdylenebilir. Iyi bir dogruluk
elde edilebilmesi i¢in hata payr aza indirilmeli, se¢ilecek pH araliklarina en uygun
tampon ¢oOzeltiler sik araliklarda ozellikle protonlanma dengesinin degistigi aralikta
kullanilmalidir. Potansiyometrik titrasyon tekniginde ise eklenen baz (KOH) hacmi
dikkatlice gozlenmeli, azar azar ilave edilerek pH araliklari sik kaydedilmelidir. Yapilan
calismada potansiyometri yontemiyle sonu¢ elde edilemeyen maddeler, asetonitril
igerisinde belirtilen hacimlerde ¢oOziinmemektedir. Coziici miktarinin artirilmasi
durumunda maddeler ¢ozinirliikleri artacak, fakat organik ¢oziicli-su oranindaki
degistirilmesi sonuclar arasindaki karsilagtirmayr imkansiz hale getireceginden bu
calisma kapsaminda ¢6ziicli miktarini arttirmamaistir. Ayrica asetonitril haricinde organik
¢oziicli polarite farki olusmamasi i¢in bu ¢alismada kullanilmamistir. Son olarak ise
kapiler zon elektroforez teknigi, ¢ok kiiciik hacimdeki numunelerde yiiksek ayirma
giiciine sahip olmas1 agisindan olduk¢a 6nem saglamaktadir. Fakat yapmis oldugumuz
caligmada kapiler elektroforez cihazinin ¢alisma siiresinin her madde i¢in uzun zaman
almasindan dolayi, diger tekniklere gore daha uzun zamanda sonug¢ elde edilmesi bir

dezavantaj olarak goriilmistiir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda 22 tane 2(3H)-benzoksazolon ve tiirevleri lizerinde
caligilarak asitlik sabitleri (pKj) bulunmasi hedeflenmistir. 17 tane 2(3H)-benzoksazolon
tiirevlerinin asitlik sabiti UV-GB spektroskopisi ile tespit edilmis olup, bu sonuglarin
dogruluklar1 potansiyometri ve kapiler elektroforez yontemleri ile elde edilebilen bazi
2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinin asitlik sabitleri ile karsilastilmistir. Deneysel sonuglar
1s1ginda her {i¢ yontem ile elde edilen veriler rapor edilmistir. Ayrica 3 tane 2(3H)-
benzoksazolon tiirevinin asitlik sabitlerinin minimum degerleri verilmistir. Bunlarin
haricinde 2 tane 2(3H)-benzoksazolon tiirevinin neden pK, degerine ulasilamadig
aciklanmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak benzoksazolon ana yapisi iizerinde
veya 6-benzoil tiirevleri tizerindeki elektron ¢eken gruplarin, yapiya elektron verici
gruplara gore, daha asidik karakterde oldugu goézlenmistir. Bu noktadan hareketle 5-
Klor-2(3H)-benzoksazolon’a gore daha asidik 6zellige sahip Bilesik 15 gibi maddelerin
neden daha fazla analjezik aktiflik gosterdigi konusunda yapi-aktivite iliskisi
kurulabilecegi sonucuna varilmistir. Asiditeyi etkileyen grup ister ana yapi {izerinde
olsun isterse 6 konumundaki agil grubu {iizerinde olsun elektronlarin delokalize
olmalarima etki etmelerinden dolayr (6zellikle elektron c¢eken gruplarin) analjezik

aktifligini arttirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisilan maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerle ilgili bilgileri, ila¢ aktifligi
gosterebilen maddelerin  akuatik, karasal ve atmosferik ortamda bulunup
bulunamayacagi hakkinda bilgi verebilir. Birgok ilac aktifligi gosterebilen maddelerin
asidik ve/veya bazik karakter gostermesinden dolayi, bunlarin iyonlagsma dereceleri
bulunduklar1 ortamin hem pH degeri hem de asitlik sabiti ile saptanabilir. Bu farklh
kimyasal yapilar (katyon, anyon veya ndtral form) genellikle ¢ok genis ve farklh
ozelliklere (sudaki ¢oziiniirliikleri, buharlasabilirlikleri, UV absorpsiyonlari, ve kimyasal
oksidantlara kars: reaktiflikleri) sahiptirler. iyonize olmus formlar1 suda iyi ¢dziiniirken,
notral formlar1 daha fazla lipofilik olup daha yiiksek membran gegirgenligine sahiptir.
Asitlik sabitlerinden, ozellikle notral pH araliginda hangi ana farmasotik formun

ortamda bulunacagi onceden Ongdriilebilir. Dolayisiyla, farmasotik olarak Onemli
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maddelerin asitlik sabitlerinin bilinmesi 6nemli bir veridir. Ayrica ilag molekiillerinin
asit-baz ozelligi yeni ilaglarin gelistirilmesinde anahtar parametrelerden biridir; ¢linkii
bu Ozellik ¢oziintrliigi, absopsiyonu, dagilimi ve eliminasyonu kontrol etmektedir.
Ozellikle ilag aday1 bir molekiiliin viicut igerisinde tasinmasi sirasinda hiicre i¢indeki ve
arasindaki gecisler, fizikokimyasal parametrelerin, o&zellikle pK, degerlerinin bir

fonksiyonudur.

Yapilmis olan bu calismada analjezik, anti-inflamatuvar, antifungal ve kas
gevsetici gibi pek c¢ok etkiye sahip olan 2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinin asitlik
sabitleri bulunmustur. Bu bulgularin bilinmesi, hedef madde ile ilag arasindaki kimyasal
etkilesimin iyi anlasilmasi acisindan 6nemli bir parametredir. Ayn1 zamanda yeni ilag
molekiillerinin olusturulmas1 ve genel 6zelliklerinin belirlenmesinde de kullanighdir.
Dolayisiyla, etkili ilaglarin  gelistirilmesi ve ilaglarin etki mekanizmalariin
aydinlatilmasinda asitlik sabiti anahtar parametre olarak 6nem tagimaktadir. Ultraviyole
spektroskopisi, potansiyometri ve kapiler elektroforez olmak tizere kullanilan ti¢ farkl
teknik ile elde edilen pK, degerleri birbirleri ile karsilastirilmistir. Hidrojen iyon
konsantrasyonlar1 ve iyonik yiik degerleri her pH degeri igin sabit tutularak yapilan
calismalarda, her maddenin tekrarlanabilirlikleri test edilerek hata payir en aza

indirilmeye calisilmistir.

Bu calismada gosterilmeye c¢alisildig1 gibi fizikokimyasal 6zelliklerin bilinmest,
yeni molekiillerin modellenilmesi agsamasindan baslamak tizere, yeni ilag molekiillerin
sentezlenmesi ve bunlarda aktivitenin olup olamayacagi fikrinin Onceden
ongoriilebilmesi agisindan olduk¢a onemlidir. Asitlik sabitinin dnemli parametrelerden
biri olmasindan dolayi, 2(3H)-benzoksazolon ve tiirevlerinin asitlik sabitleri tayin
edilmistir. Yan etkisi ve iretim maliyeti daha az olmast nedeniyle, yeni ilag
molekiillerinin sentezlenmesine neden olacagindan ve oOzellikle analjezik, anti-
inflamatuvar, antifungal ve kas gevsetici gibi pek ¢ok etkiye sahip olmasi nedeniyle
2(3H)-benzoksazolon tiirevlerinin asitlik sabitlerinin tespit edilmesinin olduk¢a 6nemli

oldugu diistiniilmektedir.



67

KAYNAKLAR

Aichaoui, H., Poupaert, J.H., Lesieur, D., Henichart, J.P. (1991). Regioselectivity
in the C-Acylation of 2(3H)-Benzoxazolones, Tetrahedron, 47(33), 6649.

Albert, A., Serjant, E.P. (1984). The Determination of lonization Constants, Third
Edition, Champan and Hall.

Aries, R. (1970). 3-Acylbenzoxazolinone Derivatives Having Antiinflammatory,
Anthirhaumatic, Analgesic, Antipyretic; and Muscular Relaxative Properties, Fr.
Pat. 1, 593, 066.

Berkem, A.R., Baykut, S., Berkem, M. L. (1994). Fizikokimya. Cilt 2, 673. ist.
Unv. Yay. No:3628.

Bonte, J.P, Lesieur, D., Lespagnol, C., Cazin, M. (1974). Acyl-6
benzoxazolinones, Eur. J. Med. Chem. Chim. Ther. 9 (5), 491.

Botting, R. (2003). COX-1 and COX-3 Inhibitors, Thrombosis Research, 110, 269-
272.

Cazin, J.C., Cazin, M., Brunet, C. (1978). Proprietes Antihistaminiques du
Chlorhydrate de (piperidino-3’propanoyl)-6-methyl-3 benzoxazolinone, Eur. J.
Med. Chem. Chim. Ther., 13(3), 223.

Chen, B., Fengping, L. (1998). Synthesis of Benzoxazolone, Jingxi Huagong,
15(1), 43, 1998. Ref. C. A., 128, 243981m.

Close, W.J., Tiffany, B. D., Spielman, M. A. (1949). The Analgesic Activity of

Some Benzoxazolone Derivatives, J. Am. Chem. Soc., 71, 1265.



68

Cotelle, N., Cotelle, P., Lesieur, D. (1989). Acylation of 2,3-Dihydobenzoxazol-2-
one in Two-Steps Method Involving an Acyl Migration, Synth. Comm., 19(18),
32509.

Czerwinska, E., Stefaniak, H., Ziolkowska, A., Komalik, R., Plenkiewicz, J.,
Eckstein, Z. (1967). Fungicidal activity of N-trichlormethylthio derivatives of
cyclic carbamates, Bull. Acad. Pol. Sci., Ser. Sci. Chim. 15 (10), 473.

Dannhardt, G., Kiefer, W. (2001). Cyclooxygenase Inhibitors-current Status and
Future Prospects, Eur. J. Med. Chem., 36, 109-126.

Erdogan, H. (1988). Benzoksazolinonlarin Mannich Bazlarmin Analjezik Etkileri
Uzerinde Calismalar, FABAD Farm. Bil. Der., 13, 319.

Erol, D. D., Sunal, R., Duru, S. (1990). Synthesis and Screening of Analgesic and
Anti-inflammatory ~ Activity of  6-Acyl-3-(4-substituted  benzoylmethyl)-
2(3H)benzoxazolones, Arzneim. Forsch./ Drug Res., 40(4), 478.

Faddeeva, M.I., Baskokov, Y. A. (1972). Herbicidal Derivatives of Hydroxyamine,
XXV. New Method of Synthesis of Benzoxazolinones, Khim. Geterosikl. Soedin,
Sh. 2, Kislorodsoderzhashchie Geterotsikly, m318, 1970, Ref. C. A. 76, 140611u.

Foulon, C., Duhal, N., Lacroix-Callens, B., Vaccher, C., Bonte, J.P., Goossens, J.F.
(2007). Determination of pKa values of benzoxa-, benzothio-, and benzoselena-
zolinone derivatives by capillary electrophoresis. Comparison with potentiometric

titration and spectrometric data, Euro. J. Pharm. Sci., 31, 165.

Gokhan, N., Erdogan H., Durlu, N.T., Demirdamar, R. (1999). Analgesic activity

of acylated 2-benzoxazolinone derivatives, Il Farmaco., 54, 112-115.

Groenvik, E. (1876). 2-Oxo-benoxazolin, Benzoxazolon, 2.0xy-benzoxazol, Bull.
Soc. Chim. France 25(2), 178.



69

Harsanyi, K., Toffler, F. (1965). Cyclization of N-(o-Hydroxyphenyl) Urethans
with Alkaline Catalysts to Benzoxazol-2-ones, Ann. Chim., 54(11), 1066, 1964.
Ref. C. A, 62, 1179g.

Heise, H., Mees, B. (1973). Benzoxazolones and Benzothiazolones, Ger. Often., 2,
131, 366 (CI. C07d), 1973. Ref. C. A., 78, 124576x.

Helmy, A.M. A. J. (1997). Elektroanal. Chem., 420,259.
Kalckhoff, F. A. (1883). Zur Kenntniss der Amidophenole, Chem. Ber., 16,1825.

Koksal, M., Gokhan, N., Kupeli, E., Yesilada, E., Erdogan, H. (2005). Synthesis,
Analgesic and Antiinflammatory Properties of Certain 5-/6-Acyl-3-(4-substituted-
1-piperazinylmethyl)-2-benzoxazolinones Derivatives, Arch. Pharm. Chem. Life.
Sci., 338, 117.

Koksal, M., Kelekci, N. G., Mercanoglu, G. O., Erdogan, H. (2008). Synthesis and
Evaluation of Analgesic, Anti-Inflammatory and Antioxidant Activities of New 6-
Acyl-3-Alkyl-5-Methyl-2(3H)-Benzoxazolinones, Arzneimittel-Forschung (Drug
Research) 58(8), 398.

Lespagnol, A., Cannesson, M. L. (1945). Hypnotic Effect of Benzoxazolone
Substitutes, Bull. Soc. Chim., 12, 386.

Lespagnol, A., Durbet, M., Mongy, G. (1941). Sur le Pouvoir Hypnotique de la
Benzoxazolone, Comp. Rend. Soc. Biol. 135, 1255.

Lespagnol, A., Mercier, J., Lespagnol, C. (1944). Etude de la benzoxazolinone et
de certains de ses derives, Comp. Rend. Soc. Biol. Lille, 138, 529.

Lespagnol, A., Warembourg, H., Lespagnol, C., Butaeye, P. (1961).

Considerations relatives a la benzoxazolone, Lille Medical 6 (8).



70

Lespagnol, A., Vincent, M., Lespagnol, C. (1953). Etude de la benzoxazolone et de

certains de ses derives, Bull. Soc. Pharm. Lille 35 (1).

Lespagnol, C., Cazin, M., Cazin, J.C., Lesieur, D., Dupont, C. (1967). Analgesic

Activity of Benzoxazolinone Derivatives, Chem. Ther. 2(5), 347.

Lespagnol, C., Lesieur, D., Cazin, J.C., Cazin, M., Brunet, C. (1976). Etude
chimique et Pharmacodynamique de [-Amino-cetones de  Structure
Benzoxazolinonique, Eur. J. Med. Chem. Chim. Ther., 11(1), 33.

Macdonald, S.F., Chechak, A.J. (1945.). A Note on The Preparation of
Benzoxazolone and 2,8-dihydroxynaphth [1,2] oxazole, Can. J. Research, 26B,
432, 1948. Ref. C. A. 42, 6807d.

Maleski, R.J., Osborne, C. E., Cline, S. M. (1991). A Simple Synthesis of 2(3H)-
Benzoxazolones Using Phenyl Chloroformate, J. Heterocyclic Chem., 28(8), 1937.

Mercier, F., Etzensperger, P. (1954). Potentialisation par la Sparteine de 1’ Activite
Analgesique Experimentale, Comp. Rend. Soc. Biol., 148, 1431.

Nakena, M., Kokura, T., Ho, F. (1990). Preparation of Benzoxazolinones as
Antiallergy and Antiinflammatory Agents, Eur. Patent 360.566 (CI.C07D263/58),
28 Mar, 1990. Ref. C. A., 113, 132163s.

Noda, T. (1956). Fundamental studies on chemotherapy of tuberculosis catalase
inhibitory effect of amino-phenol and its derivatives, Jap. J., Tuberculosis, 4 (1),
11.

Palaska, E., Unlii, S., Ozkanl, F., Pilli, G., Erdogan, H., Safak, C., Demirdamar,
R., Gumisel, B. (1995). 3-Substituted Piperazinomethyl Benzoxazolinones:
Analgesic and Antiinflammatory Compounds Inhibiting Prostaglandin E2,
Arzneim. Forsch./Drug Res., 45 (1), 693.



71

Perrin, D.D., Dempsey, B., Serjeant, E.P. (1981). pKa Prediction for Organic
Acids and Bases, Champan and Hall.

Petrucci, R.H., Harwood, W.S., Herring, F.G., Genel Kimya 1-2, ilkeler ve
Modern Uygulamalar (Uyar, T., Aksoy, S., Cev.). Ankara: Palme Yayincilik
(2002).

Poupaert, J.H., Carato, E. (2005). 2(3H)-benzoxazolone and bioisosters as
“privileged scaffold” in the design of pharmacological probes, Curr. Med. Chem.,
12, 877.

Rajendra, S.V., Nobles, W.L. (1968). Synthesis and antibacterial activity of certain

3-substituted benzoxazolinones, J. Pharm. Sci. 57 (1), 39.

Renard, P., Lesieur, D., Lespagnol, C., Cazin, M., Brunet, C., Cazin, J.C. (1980).
6-acylbenzoxazolinones and 6-Acyl-2-0x0-3-benzoxazolinyl Alconoic acids.
Chemical ans Pharmacological Study, Eur. J. Med. Chem. Chim. Ther., 5(5), 453.

Sam, J., Plampin, J.N. (1964). Benzoxazoles, Potent akeletal muscle relaxants, J.
Pharm. Sci. 53 (5), 538.

Sam, J., Plampin, J.N., Pods, G.l. (1958). Methylated 2-amino-5-kloro-
benzoxazoles, J. Org. Chem. 23, 1500.

Sam, J., Valentine, J. L. (1969). Preparation and Properties of Benzoxazolinones, J.
Pharm. Sci., 58(9), 1043.

Schnitzer, T.J. (2001). Cyclooxygenase-2-specific Inhibitors, Are They Safe?, The
American Journal of Medicine, 110 (1), 46-49.

Seidel, P. (1890). Ueber die Benzoxazolones, J. Pr. Chem., 42(2), 455.



72

Shumard, R., S. (1959). :"Antiseptic Soap Composition”, U. S., 2, 795, 554,
(1957), Ref. CA.,13116e.

Skoog, D.A., Holler, F.J., Nieman, T.A., Enstriimental Analiz ilkeleri (Kilig, E.,
Koseoglu, F., Yilmaz, H., Cev.). Ankara: Bilim Yayincilik (1998).

Skoog, D.A., West, D.M., Holler, F.J., Analitik Kimya Temelleri (Kilig, E.,
Koseoglu, F., Cev.). Ankara: Bilim Yaymecilik (1996).

Toyoshima, A., Morishita, C. (1968). Fungicidal and bactericidal
benzoxazolinones, Jap. Pat. 6, 823, 624.

Tacquet, A., Lespangol, C., Beerens, H., Lesieur, D., Devulder, B. (1971).
Antimicrobial activity of benzoxazolinones derivatives, Ann. Int. Pasteur Lille 22,
189.

Ugar, H., Van Derpoorten, K., Kanyonyo, M., Isa, M., Lambert, D., Lesieur, D.,
Poupaert, J. (1996). Synthesis of 6-Benzoyl-2(3H)-benzoxazolone and 6-Benzoyl-
2(3H)-benzothiazolones, Bull. Soc. Chim. Belg., 105(12), 773-776.

Ugar, H., Derpoorten, K.V., Depovere, P., Lesieur, D., Isa,, M., Masereel, B.,
Delarge, J., Poupaert, J.H. (1998). Fries Like Rearrangement, a Novel And
Efficient Method for Synthesis of 6-Acyl-2(3H)-benzoxazolones and 6-Acyl-
2(3H)-benzothiazolones, Tetrahedron, 54, 1763-1772.

Virtanen, A.l., Hietala, P.K. (1955). An antifungi factor in iye seedlings, Suomen
Kemistil. 28B (11), 165.

Virtanen, A. |, Hietala, P.K., Wahlroos, O. (1956). An Antifungal Factor in Maize
and Wheat Plants, Suomen Kemistil. 29 B, 143, (7-8) 171.

Yamahara, T., Takamatsu, H. (1973). Benzoxazolinones, Jpn. Kokai 73 34,875
(Cl.16 E34). 22 May 1973. Ref: C. A. 79, 66345d.



73

Yous, S., Poupaert, J. H., Lesieur, I., Depreux, P., Lesieur, D. (1994). AICI3-DMF
Reagent in the Friedel-Crafts Reaction. Application to the Acylation Reaction of
2(3H)-Benzothiazolones, J. Org. Chem., 59, 1574.

Zinner, H., Herbig, H. (1955). Benzazoles. I. The Lactam-Lactim Tautomerism of
Benzoxazolinone, Chem. Ber., 88, 693-697.



EKLER

EK 1

IKIDEN COK GRUP OLDUGUNDA VARYANSLARIN HOMOJENLIK TESTI

Gruplardaki Denek Sayilar1 Esit Oldugunda Test Islemleri:

(BARTLETT TESTI)

BILESIK uv POT. CZE

1. 9.01 8.98 8.97

5. 8.92 8.97 8.82

15. 7.35 7.29 7.23

Y Xj 25.28 25.24 25.02

YXj° 214.77 214.24 210.52

Nj 3 3 3
Yontem Sj? In Sj? nj
uv 0.87 -0.139 3
POT. 0.94 -0.06 3
CZE 0.93 -0.07 3
TOPLAM  2.74 -0.269

Serbestlik Derecesi : 2

o =0.05 diizeyinde ve 2 serbestlik derecesindeki tablo x? (ki-kare) degeri 5.991dir.

Bulunan x* degeri= -0.002

(Ho=varyanslar homojendir)

H, hipotezi kabul edilir.

KARAR : x*=-0.002, p>0.05
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EK 2
WILCOXON ESLESTIRILMIS iKi ORNEK TESTI
BILESIK | UV POT. |CZE |FARK |SIRA |ISARETLI
NO SIRANO
2. 8.26 |- 8.25 |0.01 1 1
6. 786 |7.78 |- 0.08 5.5 55
7. 770 [7.81 |- 011 |8 -8
8. 740 732 |- 0.08 5.5 5.5
9. 765 761 |- 0.04 2.5 2.5
10. 770 |- 740 |03 10 10
11. 735 |- 723 |0.12 9 9
12. 745 736 |- 0.09 7 7
13. 761 |754 |- 0.07 4 4
17. 815 [811 |- 0.04 2.5 2.5
Fark: 001 0.04 0.04 007 008 008 009 011 012 0.3
Sira No: 1 2.5 2.5 4 55 55 7 8 10

T=8

0=0.05 diizeyinde ve n=10"daki tablo T degeri=8
(Ho=iki es arasinda anlaml fark yoktur.)
Yanilma olasilig1 a=0.05

H, hipotezi kabul edilir.

KARAR: T=8, p=0.05
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