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OZET

Uyar, B. Rosuvastatin Kalsiyumun Elektrokimyasal
Davraniglarinin incelenmesi ve Farmasotik Preparatlardan Miktar Tayini,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2009. Bu tez ¢alismasinda, primer
hiperkolesterolemi ve kombine dislipidemi tedavisinde kullanilan, Hidroksi
Metil Glutaril Ko-enzim A reduktaz (HMG-KoA) inhibitoru rosuvastatin
kalsiyumun elektrokimyasal davraniglari dénisumli voltametri (CV) ve
kronoamperometri (CA) yontemleri ile incelenmistir. Rosuvastatin kalsiyumun
indirgenmesi sonucu olusan akimin difizyon kontrolli oldugu bulunmustur.
Ayrica tersinirlik testleri incelendiginde elde edilen sonuglara gore indirgenme
tepkimesinin tersinmez oldugu duisunulmektedir. CV ve CA yontemleri ile
yapilan ¢alismalarda rosuvastatin kalsiyumun difiizyon katsayisi 5.79x107
+2.231x10° cm? sn.™”, olasi mekanizma 6nerisine gére aktarilan elektron
sayis| ise 2 olarak hesaplanmigtir. Farmasotik preparatlardaki rosuvastatin
kalsiyumun tayini i¢in diger voltametrik yontemlerden ¢ok daha hizl tarama
olanag! saglamasi ve duyarliiginin yuksek olmasi nedeniyle kare dalga
voltametri yontemi secilmis ve gelistiriimistir. Rosuvastatin kalsiyumun pH 5
asetat tamponu destek elektroliti icerisinde calisma elektrotu olarak asil
duran civa elektrotu (HMDE), referans elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit
elektrot olarak platin elektrot sistemi kullanilarak -1184 m\V’da indirgenme piki
g6zlenmistir. Bu yontemde optimum cihaz parametreleri olarak frekans 70
Hz, adim yuksekligi 4 mV ve puls genligi 25 mV secilmigtir. Geligtirilen bu
yontem ICH analitik ydntem validasyon parametrelerine  goére
degerlendirilerek tamamen valide edilmistir. Rosuvastatin kalsiyum igin
dogrusallik araligr 0.2-10.00 ug mL™" olarak bulunmustur. Gézlenebilme siniri
ve alt tayin siniri sirasi ile 0.07 ve 0.20 ug mL" olarak saptanmistir. Bu
validasyon caligmalarinin sonucunda hizli, duyarl ve tekrarlanabilir sonuglar
veren, dogru, Kkesin, secici, tutarli kare dalga voltametrisi yontemi
rosuvastatin kalsiyum etkin maddesini iceren farmasoétik preparatlara
uygulanmigtir. Elde edilen sonuglar kaynaklardaki spektrofotometrik ve
kapiller elektroforez ydntemlerinin verileri ile karsilastirimis aralarinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamisgtir.

Anahtar Kelimeler: Rosuvastatin kalsiyum, kare dalga voltametrisi,
doénusumli voltametri, kronoamperometri, tablet
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ABSTRACT

Uyar, B. Investigation of Electrochemical Behaviour of
Rosuvastatin Calcium and Its Determination in Pharmaceutical
Preprations. Hacettepe University, Health Sciences Institute, Analytical
Chemistry Program, Master of Sciences Thesis, Ankara, 2009. In this
thesis, electrochemical behaviour of rosuvastatin calcium which is a hydroxyl
methyl glutaryl Co-A inhibitor (a member of statin group) used for the
treatment of hypercholesterolemia and dyslipidemia was investigated with
cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry (CA) methods. According to
these studies it is assumed that the reduction current is a diffusion-controlled
and the process is irreversible. The results from the CV and CA were
calculated and diffusion coefficient was found as 5.79x10°+2.231x10° cm?
sn.”. According to proposed reaction mechanism it is assumed that 2
electrons were transfered. For the determination of rosuvastatin calcium
from the pharmaceutical preparations, square wave voltammetry (OSWV)
method is selected and developed because it is more sensitive and faster
than the other voltammetric methods. Rosuvastatin calcium’s reduction peak
was seen at -1184 mV in pH 5 acetate buffer while hanging mercury drop
electrode (HMDE) used as working electrode, an Ag/AgCl electrode used as
reference electrode and a platinum wire used as counter electrode. 70 Hz
frequency, 4 mV scan increment and 25 mV pulse amplitude were choosen
as optimum parameters. This method was validated according to the ICH
guideline on analytical method validation parameters. Linearity for
rosuvastatin calcium was found between 0.20 and 10.00 ug mL™". While the
limit of detection for rosuvastatin calcium was 0.07 ug mL”, the limit of
quantification was  0.20 png mL". As a result of these validation studies,
rubbest, accurate and precise square wave voltammetric method which gives
rapid, sensitive and repeatable results, was applied to the determination of
rosuvastatin calcium in pharmaceutical preparations. The results obtained
from developed methods were compared with a spectrophotometric method
and a capillary electrophoresis method reported in the literature and no
significant difference was found statistically.

Key words: Rosuvastatin calcium, square wave voltammetry, cyclic
voltammetry, chronoamperometry, tablet
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1. GIRIS

Kalp ve damar (kardiyovaskuler) hastaliklari, giniumuizde gelismis ve
gelismekte olan Ulkelerde basta gelen mortalite (6lum) ve morbidite (is
gormezlik) nedenlerindendir. Dislipidemi ise kardiyovaskuler hastaliklar icin
en oOnemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Dislipidemi, kandaki
yaglarin oranlarindaki ve duzeylerdeki bozukluklardir. Kolesterol, kanda
dolasan bir yag maddesidir. Yuksek kan kolesterol duzeyleri ateroskleroz
(damar sertligi) ve arter duvarlarinda kolesterol lezyonlari toplanmakta ve
tikayici vaskuller hastalik gelisimine zemin hazirlamaktadir. Kolesterol
metabolizmasi bozukluklari, kalitsal kaynakli (primer) veya diabet, obezite,
hipotiroidizm, nefrotik sendrom, karaciger hastaliklari veya alkol kotu
kullaniminda oldugu gibi diger hastaliklara (sekonder) bagli olarak
gOrulmektedir (1,2).

Rosuvastatin  kalsiyum, primer hiperkolesterolemi ve kombine
dislipidemili hastalarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Diger statin grubu
ilaglara gore LDL seviyesinde ¢ok daha belirgin bir dusus saglamaktadir.
Etkisini, kolesterol biyosentezinde yer alan HMG-KoA rediktaz enzimini
inhibe ederek gostermektedir (3-5).

Kaynaklarda rosuvastatin kalsiyumun farmasoétik preparatlardan tayini
icin yuksek performansli sivi kromatografisi (6), yuksek performansli ince
tabaka kromatografisi (7), spektrofotometri (8) ve kapiller elektroforez
yontemi (9) gelistiriimistir. Ayrica plazmadan da yuksek performansli sivi
kromatografisi ile analizleri (10-20) yapilmistir. Rosuvastatin kalsiyumun
bozunma durlnlerinin analizi igin yuksek performasli sivi kromatografisi
yontemi (21) geligtirilmistir.

Rosuvastatin kalsiyumun kaynaklarda elektrokimyasal yontem ile
tayinine rastlanmamistir.  Kaynaklardaki bu bosluk g6z oOnune alinarak
farmasotik preparatlardan rosuvastatin kalsiyumun analizi icin kare dalga
voltametrisi yontemi gelistiriimesi ve valide edilmesi planlanmistir.

Rosuvastatin  kalsiyumun analizinde c¢esitli deneysel ve cihaz

parametreleri icin optimum kosullar saptanacaktir. Yontem geligtirildikten



sonra dogruluk, kesinlik, 6zgunltik, duyarlilik, saglamlik ve tutarhlik gibi
validasyon parametreleri degerlendirilecektir. Valide edilmis ydntem, Turkiye
ilag piyasasinda bulunan, rosuvastatin kalsiyum igceren farmasotik
preparatlara uygulanacaktir. Gelistirilen bu yontemden elde edilen sonuglar
kaynaktaki spektrofotometrik analiz yontemi (8) ve kapiller elektroforez
yontemi (9) ile karsilastirilip sonuglar istatistiksel olarak degerlendiriecektir.
Ayrica rosuvastatin  kalsiyumun  elektrokimyasal davranislari

donusumlu voltametri ve kronoamperometri yontemleri ile incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dislipidemi ve Hiperkolesterolemi

Dislipidemi, kandaki yagdlarin oranlarindaki ve duzeylerindeki
bozukluklardir. Bir tani degil, bir laboratuvar bulgusudur. Hiperkolesterolemi,
hipertrigliseridemi, silomikronemi vs seklinde siniflandirilir. Ailesel olabildigi
gibi bagka bir hastaliga bagli olarak veya kisinin diyetinden kaynaklanan
sebeplerden dolayl ortaya cikar. Trigliserid ise kanda dolasan bir yag
maddesi olup, yuksekligi kalp krizi ve inme riskini artirmaktadir (1,2)

Kolesterol kanda dolasan diger bir yag maddesidir ve vicudumuzu
olusturan hucrelerin 6nemli bir yapi tasidir. Kolesterol suda ¢ok az
¢ozundugunden kanin sulu kisminda tasinamaz. Kolesterolin kanda
tasinmasi, suda ¢ozunebilen, kolesterol ve diger yag turevlerini tagiyabilen
lipoproteinler araciliiyla olur. Bu lipoproteinlerin ylzeyinde yer alan
proteinler, kolesterollin hangi hicrelerden alinip hangi hiicrelere taginacagini
belirler.

Kolesterol iki yoldan olusmaktadir. Birincisi karaciger yoluyla olup bu
viicudumuzdaki kolesterolin %75'ini olusturur. ikincisi; kolesteroliin geri
kalan %25’lik kismi ise yedigimiz yiyecekler yoluyla meydana gelir.

Kolesterollu kabaca iyi ve kotu kolesterol diye ikiye ayirabiliriz. Kotu
kolesterol ya da dusuk yogunluklu lipoproteinler (LDL), kalp krizi ve inme
sikligini artirirken, iyi kolesterol ya da ylksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)
ise kalp krizi ve inmeyi azaltmaktadir.

Vucuttaki  kolesterolin ¢odgu vucut tarafindan Uretilir. Gunluk
uretimin %20-25'i karacigerde gergeklesir, ayrica, ince bagirsak, adrenal
bezler ve Ureme organlarindaki sentezlenme miktar diger dokulara kiyasla
daha yuksektir. Yaklasik 70 kg agirligindaki bir kisinin vicudunda toplam 35
g kolesterol vardir. Gunluk dahili dretim miktari 1 g, besin yoluyla alinan
miktar ise 200-300 mg'dir. Bagirsaklara (safra ve besin yoluyla) giren 1.200-
1.300 mg'in yarisi kana geger.

Vicudumuzdaki hdcrelerin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi igin

kolesterole ihtiyaci vardir. Fakat bu kolesterol gereginden fazla olursa



damarlarin duvarlarinda birikerek ‘aterosklerotik plak’ denilen yapilari
olusturur. Bu plaklar zamanla bulylyerek damar boslugunu daraltir. Bu
daralma bazen yavas, bazen de plagin yirtilip kanla temasa ge¢mesi halinde
hizli olabilmektedir. Damar boslugunun hizli ya da yavas daralmasi sonucu
bu damar yapilarinin beslemis oldugu organlara yeterli kan gitmemekte,
bunun sonucunda kalp krizi ya da inme gibi hayati tehdit edici durumlar
olusmaktadir (1,2).

Kan kolesterol duzeyinin yluksek olmasi kalp damar hastaligi riskini
arttirir. Kisinin kolesterol dizeyi ne kadar ylksekse, kalp hastaligi olma
ihtimali de o kadar yukselir. Turkiye’de erkek ve kadinda birinci sirada gelen

0lum nedeni kalp damar hastahgidir.
Kolesterol Sentezi

Kolesterol, beyin, sinirler, kalp, bagirsaklar, kaslar, karaciger basta
olmak Uzere tum vicutta yaygin olarak bulunan ve yasam igin gerekli olan bir
cesit yagdir. Kolesterol hlcre zarlarinin (membranlarinin) yapimi ve bakimi
icin gereklidir. Kolesterol iceren membranlar daha genis sicaklik araliginda
akiskanliklarini korurlar. Kolesterol vicutta hormon (kortizon, seks hormonu),
D vitamini ve yaglar sindiren safra asitlerinin sentezlenmesinde kullanilir
(Sekil 2. 1). Ayrica yagda ¢dzunen vitaminlerin (A, D, E ve K vitaminleri gibi)
metabolizmasinda roli o6nemlidir. Aldosteron, testosteron, &strojen ve
progesteron gibi steroid hormonlarinin ve kortizolun sentezlerinde yer alir.
Bagka arastirmalar kolesterolin sinir hucreleri arasindaki sinapslarda ve
bagisiklik sistemi htcrelerinin islevlerinde rol oynadigini gosterir. Hlcre
membraninin  yapisina etkisi sonucunda hicre sinyal iletimine ve

membranlardaki iyon ve proton gegirgenligine de etki eder.
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Sekil 2. 1. Kolesterol’den D vitamini ve hormonlarin sentezlenmesi

Kolesterol gogu hicre ve dokuda HMG-KoA rediktaz enziminin

baslattigi mevalonat yolu adli reaksiyon zinciri ile sentezlenir (Sekil 2.2)
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Sekil 2. 2. Kolesterol sentezi

* Squalene butiin yasayan canlilarda bulunan doymamis yag orani yiiksek hidrokarbondur.



Viicut iginde Taginmasi

Kolesterol kan dolasiminda serbest olarak dolasmaz. Bunlar
proteinlere bagl olarak kan iginde taginirlar (Sekil 2. 3).

Silomikronlar kolesterol ve ftrigliseritleri ince bagirsaktan karacigere
tasir. Bu kolesterolin bir kismi besin yoluyla edinilmistir, bir kismi ise
vicudun sentezleyip karacigerden salgiladigi safradan kaynaklanir.
Silomikronlar tagidiklari lipitlerin bir kismini vicuttaki dokulara birakip sonra
karaciger tarafindan alinirlar. Silomikronlarin  kalmadigi yemek arasi
zamanlarda ise kolesterolin baslica kaynagi karacigerdir. Karacigerde
uretilen kolesterol ve diger lipitlerin vicuttaki diger dokulara ulastiriimasi igin
¢cok dusuk yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) iginde kana salgilanir. VLDL'de
bulunan trigliserit ve kolesterol hucrelere aktarildikga VLDL'in yapisi ve
yogunlugu degisir; 6nce orta yogunlukta lipoproteine (IDL), sonra da dusuk
yogunluklu lipoproteinlere (LDL) donusur. LDL, kan kolesterolunin yaklasik
olarak %70'ini tagimaktadirlar. Kan damarlari duvarlarina girebilmek igin
yeterince kugukturler ve damarlara zarar verirler. Kotu kolesterol olarak da
adlandiriirlar. Bu surecin sonunda arta kalan kolesteroli igceren LDL
karaciger tarafindan geri alinir. Kandaki LDL miktarinin yiksek olmasi bu
lipoproteinlerin arter damarlarinin ¢eperlerinde birikmesine yol agar, bu da
aterosklerozun ilk agsamasidir. Yuksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) ise
vicut hucrelerinde sentezlenen kolesteroll vicuttan atilmasi icin karacigere
tasir. Kolesterolin bir cins ters naklini yaptigi igin iyi kolesterol olarak

adlandirilir.
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Sekil 2. 3. Vicutta Kolesteroliin Taginmasi

(Kalin siyah oklar, kolesterol ve diger lipitleri tasiyan lipoproteinlerin
olusumlarini, donusumlerini ve kan dolagimindan c¢ikislarini, kirmizi ince
oklar, kolesterol veya kolesterol turevlerinin (kolesteril esterler ve safra
asitleri) hareketlerini, K, kolesterol; KE, kolesteril ester; LPL, lipoprotein lipaz;
LCAT, lesitin kolesterol asiltransferaz; CETP, kolesteril ester transfer proteini
gostermektedir).

Hiperkolesteroliin Viicuttaki Etkileri

Kanda kolesterol ve LDL’nin yuksek olmasi hastalar i¢in yuksek risk
olusturmaktadir. Ayrica HDL’nin duslk olmasi da bir risktir. Bu riske sahip
hastalarda, kalp krizi, felg, damar tikanikligi, bobrek yetersizligi gibi
hastaliklarin ortaya gikma olasiligi artmaktadir.

Kanda kolesterolin ylksek olmasi, yag metabolizmasi bozuklugunun
oldugunu gdsterir. Yag metabolizmasi bozuklugundan suphe edilen bir
hastada yapilmasi gereken islem, kan alinarak oncelikle toplam kolesterol,
LDL, HDL ve trigliserid duzeylerinin olgulmesidir.

Kanda fazla miktarda kolesterol varsa, kolesterol akyuvarlar, kan



pihtisi, kalsiyum gibi maddelerle beraber kan damarlarinin duvarlarinda birikir
ve kan damarlarinin sertlesmesine, daralmasina (ateroskleroz) yol agar. Halk
arasinda bu olay, damar sertligi ya da damar Kkireglenmesi olarak
bilinmektedir.

Kandaki kolesterollerin etkilerine bakildiginda, bunun cevabi kolaylikla
bulunabilir. LDL karacigerde Uretiimekte ve kana veriimektedir. Kana
verildikten sonra bu LDL kan damarlarinin duvarlarinda birikmektedir.
Damarlardaki bu birikintiler “aterosklerotik plak” olarak adlandiriimakta ve
bunlarin buyumesi halinde damar boslugu daralmaktadir. HDL, LDL’nin tam
tersi etkiye sahiptir. Kanda dolasan kolesteroll toplayip, vicuttan atilmasini
saglamak Uuzere karacigere getirmektedir. Boylece kan damarlarinin
kolesterolin zararli etkilerine maruz kalmasini azaltmaktadir. Kolesterol
karacigerden hicrelere ve hucrelerden tekrar karacigere kan yoluyla tasinir.
Kolesterol ve diger yaglar kanda erimedikleri igin lipoprotein denen paketler
halinde taginirlar. Bunlardan kolesterolu tagiyanlar iki cinstir: Kotu kolesterol
olarak bilinen LDL ve iyi kolesterol olarak bilinen HDL. LDL kanda kolesterolu
tasiyan baslica pakettir. Kanda ylksek oldugu zaman damarlarin i¢ yluzine
yapigip buralarda plaklar olusturur. Kolesterol disindaki bazi maddelerin de
eklenmesiyle bu plaklar buyur ve bunlar Gzerinde olusan c¢atlaklarda olusan
pihtilar damarlan tikar. Cagimizda ¢ok yaygin olan bu hastalik “damar
sertligi” olarak bilinir. Damar tikanikhdi kalp damarlarinda olmussa kalp
krizine, beyin damarlarinda olmusgsa felce neden olur.

Kandaki kolesteroltn bir boliumu de HDL adi verilen paketlerin iginde
tasinir. HDL damarlarda kolesterolin birikimini dnler. Yapilan arastirmalar
HDL’yi yuksek olan kisilerde kalp hastaliginin daha az oldugunu gdstermistir.
Turk Kardiyoloji Derneginin yapmis oldugu arastirmalarda Tirk toplumunda
HDL-K degerinin duglk oldugu gozlenmistir. Sigara igme ve gismanlik iyi
kolesterolU dusurar, duzenli egzersiz yukseltir.

HDL dusuklaga icin erkek ve kadinlarda farkli degerler vardir.
Kadinlarda 50 mg dL™", erkeklerde 40 mg dL"nin altinda olmasi durumunda
HDL dusukliginden bahsedilmektedir. Turk toplumunda genel olarak HDL

degerleri daha duguk bulunmaktadir.



Hiperkolesterol Kontrol Altina Alinmasi ve Tedavisi

Yuksek kolesterolin kontrol altina alinmasi ile yasam suresinin
uzadigi, kalp ve damar hastaliklarina bagl olumlerin azaldigi ve kalici
sakatliklarin onlendigi kesin olarak gosterilmistir. Kolesterol yuksekligine
ilaveten sismanlik, yUksek tansiyon, seker hastaligi, sigara gibi diger
kardiyovaskuler risk faktorlerinin tedavisi de planlanmaldir. Tedavi 2

asamada gerceklestirilir (1,2).
1.ilag digi tedavi.
2.llag tedavisi.

ilagsiz tedavilerin basinda, beslenme aliskanhiginin degistirimesi gelir.
Bu durum ylksek kolesterol tedavisinin olmazsa olmaz kosuludur. Vucut,
gereksinimi olan kolesterolu kendisi Uretebildigi igin, diyetle kolesterol almaya
gerek yoktur. Beslenme konusunda tedavi plani, beslenme uzmani ile birlikte
yapilmalidir. Doymus yaglardan ve kolesterolden fakir diyet segilmelidir. Sivi
yaglarda doymamis yag daha fazladir, bu nedenle sivi yaglar tercih
edilmelidir. Genel olarak sebze, meyve ve hububat tercih edilmelidir.
Kizartmalardan kaginilmali ve tercihen kirmizi et yerine beyaz et
tuketilmelidir. Karaciger, bobrek ve beyin gibi kolesterolu fazla olan etlerden
uzak durulmahldir. YlUksek tansiyonu bulunan hastalarin tuzu azaltmalari
gereklidir. Gidalarin yag ve kalori iceriklerine de dikkat edilmelidir. Yagi
azaltilmis peynir, sit tercih edilmelidir. Diyet peynir, diyet st kullanilsa bile
bunlarin sinirlh miktarda tuketilmesi gerekmektedir.

Sigara kesinlikle birakilmahdir. Sigara da kolesterol yuksekligi gibi bir
kardiyovaskuler risk faktorudur. Sigara ayrica, akciger kanseri, akciger
hastalidi, beyin kanamasi ve birgok kansere de zemin hazirlar (22).

Hastada yuksek tansiyon varsa, yuksek tansiyon tedavisinde gecerli
olan ilag digi tedaviler ihmal edilmemelidir. Yuksek tansiyon ve kolesterol
yuksekliginde uygulanan ilag digi tedaviler birbirine benzerlik gosterir. YUksek
tansiyonlu hastalarda, beslenme ile alinan tuzun da azaltilmasi gerekir.

Kolesteroli yuksek olan Kkisilerde seker hastaliyi kontrol altina
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alinmahdir. insilin kullanmak gerekiyorsa kacinilmamalidir. Sismanlk
kesinlikle kontrol altina alinmalidir.

Duzenli egzersiz HDL (iyi kolesterol) yukseltir, LDL (kotu kolesterol)
dugurur. Hastalar duzenli egzersiz yapmayi aliskanlik haline getirmelidirler.
Haftada en az 3 tercihen 5 kez, 30-45 dk. sure ile yurlyus, kosu, yuzme,
bisiklete binme gibi sporlar yapiimaldir (23).

Alkol, HDL-kolesterolu yukseltir, ancak alkollin insan sagligi ve sosyal
yasantl Uzerine ¢ok sayida olumsuz etkisi oldugu unutulmamaldir. Bu
nedenle, alkol alimi kesinlikle sinirlandiriimalidir. izin verilen alkol miktari,
erkeklerde glinde 30 mL, kadinlarda giinde 15 mL'dir.

ilag tedavisinde kullanilan ilaglar, yad metabolizmasindaki
bozukluklarin duzenlenmesi amaciyla gelistiriimiglerdir.

Hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan bu ilaglara ne zaman
baslanacagi, ne kadar sure kullanilacagi ve hedef kolesterol, LDL, trigliserid
duzeyleri, kesinlikle doktor denetiminde olmalidir.

Her hasta icin tedavi farkliliklar tasir. ilag disi tedaviler kesinlikle ihmal
edilmemelidir. Tedavide hedef belirlenirken LDL dizeyinin esas alinmasi
tercih edilir. Hedef LDL dizeyi hastada kalp ve damar hastaliginin olup
olmadigina gore Ug sekilde degerlendirilir.

A. Kiside kalp ve damar hastaligi yoksa LDL diizeyinin 130 mg dL™"nin
altina dusurulmesi yeterlidir.

B. Kiside kalp ve damar hastali§i varsa hedef LDL diizeyi 100 mg dL™
nin alti olmahdir.

C. Kalp krizi gecirmigse, koroner arter daralmasina bagh gogus agrisi
varsa, koroner damar ameliyati gecirmigse, koroner arterler balon ile
genisletiimigse, beyine, bdbrege, bacaklara giden damarlarda kolesterol
birikimi varsa hedef LDL diizeyi 100 mg dL "nin altina diistriilmelidir.

En iyi deger kolesterollerin kanda ‘lipoprotein profili olarak
belirlenmesidir. Bu testin ideal sonuc verebilmesi icin 9-12 saat 6nceden

aclik sonrasi yapilmasi gerekmektedir.
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« Total kolesterol

o LDL (koétu) kolesterol
o HDL (iyi) kolesterol

o Trigliseritler

Aslinda lipoprotein profiline bakildiginda total kolesterolin 200 mg dL’
ve LDL kolesteroliin 130 mg dL™"in altinda, HDL kolesteroliin ise en az 40
mg dL"ve (izerinde olmasi énerilen degerler arasindadir (Tablo 2.1).

Tablo 2. 1. Kan toplam kolesterol LDL ve HDL duzeyleri

Diizevleri Toplam Kolesterol LDL HDL
y (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Normal <200 <130 =40
Sinirda-Yiiksek 200-240 130-159 -
Yuksek > 240 > 160 <60

2.1.1 Hiperkolesterolemi Tedavisinde Kullanilan ilaglarin

Siniflandiriimasi
2.1.1.1 Lipoprotein Sentezini Azaltan ilaglar ve Ozellikleri

a) Hidroksi Metil Glutaril Ko-Enzim A Rediiktaz (HMG-KoA)
inhibitérleri (Statinler)

HMG-Ko A reduktaz enzimi insanda kolesterol sentezinde hiz kisitlar.
Kolesterol dusurucu tedavide uzun yillar boyunca yapiimis caligmalarla
etkinlik ve guvenilirliklerini  kanitlamig statinler ¢ok yaygin olarak
kullaniimaktadirlar. Kétl kolesterolt dustrmenin ve iyi kolesteroll artirmanin
yani sira bu ilaglar, yuksek kolesterol duzeyleri ile iligkili kardiyovaskuler

olaylari da azaltmaktadirlar (4).
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Statinler jenerik adlarina goére asagida listelenmistir.
— Atorvastatin, simvastatin, serivastatin, lovastatin, fluvastatin,

mevastatin, pravastatin, pitavastatin ve rosuvastatindir.
b) Fibrik Asit Turevleri

Dallanmis yag asidi esterleridir. Lipoprotein lipaz aktivasyonu ile etki

gosterirler. Trigliserid ve VLDL'yi dusartrler (1,2).

c) Nikotinik Asid (Niasin) Ve Turevleri

Genigs spektrumlu antilipidemik etkilidir. Karacigerde VLDL sentezini
azaltir. Lipid saliveriimesinde goérevli samp antagonistidir. Adipoz dokuda
lipoliz inhibisyonu yapar. Trigliseridlerin karacigerde esterifikasyonu azaltir ve
lipoprotein lipaz aktivitesi artar. Yuksek dozda damar gevsetici (vazodilator)
etkisi vardir. Miyokart insidansini azaltirlar.

d) Probukol
Cok hidrofobik hidroksitoluen bilesigidir. Yag dokusunda aylarca kalir.
Kolesterol sentezini, LDL ve VLDL miktarini azaltirlar.

2.1.1.2 Lipoprotein Katabolizmasini Artiran ilaglar ve Ozellikleri

a) Safra asidini baglayan regineler

Kolestiramin, kolestipol gibi ilaglardir. Safra asidinin enterohepatik
dolanimini engeller (HMG-KoA enziminin aktivasyonuna sebep olur =

kolesterol sentezi) LDL reseptdr sayisi arttirir.

b) Neomisin
Absorbe olmayan (% 2 — 3) aminoglikozid yapisindadir. Yuksek dozda
barsak antiseptigi olarak kullanilir. DUsuk dozda (0.5 mg/kg) kolesteroll

azaltir (% 20 — 30). Safra asidlerinin yaptigi "miseller" ile kompleks yapar.



c) Diger ilaglar

Dekstrotiroksin

Estrojenler

Bazi Projestinler

Aspir Yagi "Safflower Oil"

Balik Yagi Konsantrati gibi ilaglardir.

2.2. Rosuvastatin Kalsiyum

Rosuvastatin  kalsiyum, primer

dislipidemili hastalarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir.

Aszetat

!
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3 -Hidroksi 3- metil

glutaril-KoA
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HMG-KoA P
rediktaz
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LDL-Kolesterol
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hiperkolesterolemi
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proteolizinin
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Sekil 2. 4. Kolesterol biyosentezinin dizenlenmesi
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Rosuvastatin kalsiyum etkisini, kolesterol biyosentezinde yer alan 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A’nin kolesterol preklrsori olan mevalonat’'a
donusmesini saglayan hiz-kisitlayici enzim olan HMG-KoA reduktaz’in,
selektif ve kompetetif olarak inhibe ederek gostermektedir (Sekil 2. 4)
(3,5,24,25).

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Rosuvastatin kalsiyum, bis [(E)-7-[4-(4-florofenil)-6-izopropil-2-[metil
(metilsulfonil) amino] primidin-5-il] (3R,5S)-3,5-dihidroxihept-6-enoik asit]
kalsiyum tuzudur. Molekuler formali (Cz2H27FN306S).Ca seklindedir. Agik

formull ise Sekil 2.5’de gosterilmigtir.

Caz

S0, Me

Sekil 2. 5. Rosuvastatin kalsiyumun kimyasal yapisi

Rosuvastatin kalsiyum beyaz renkte, kokusuz bir tozdur. Molekiil
agirigr 1001.14°dir ve erime noktasi 122°C’dir. Suda ve etanolde c¢ok az
¢ozunur, metanolde c¢ok ¢o6zunur. Rosuvastatin kalsiyumun, pH 7°de
partisyon katsayisi (oktanol/su) 0.13 olan hidrofilik bir bilegiktir. Rosuvastatin
kalsiyumun pK, dederi 4.6'dir (26).
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2.2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

Rosuvastatin kalsiyum 3-hidroksi 3-metilglutaril koenzim A’nin (HMG-
KoA rediktaz), selektif ve kompetetif bir inhibitoradar.

Rosuvastatin kalsiyumun temel olarak etki gosterdigi yer, kolesterolun
dusurtulmesinde hedef organ olan karacigerdir.

Rosuvastatin kalsiyum, LDL’nin karacigere girisi ve katabolizmasini
artirmak suretiyle hicre yuzeyindeki hepatik LDL reseptorlerinin sayisini
artinr ve VLDL’nin hepatik sentezini inhibe ederek VLDL ve LDL
partikullerinin sayisini azaltir.

Irk, cinsiyet ve vyaglarina bakilmaksizin hipertrigliseridemili veya
hipertrigliseridemili olmayan hiperkolesterolemili yetigkin hasta gruplarinda ve
diyabet hastalari veya ailesel hiperkolesterolemili hastalar gibi 6zel hasta
gruplarinda etkilidir (3,5,24).

2.2.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Rosuvastatin kalsiyumun sistemik yararlanimi doz ile orantili olarak
artar. Gunluk kullanilan dozlardan sonra farmakokinetik parametrelerde
degisiklik yoktur (5,24,25,27-29).

2.2.3.1. Emilim

Oral alimdan yaklasik 5 saat sonra doruk plazma konsantrasyonuna

ulagir. Mutlak biyoyararlanimi yaklasik % 20’dir.

2.2.3.2. Dagilma

Kolesterol sentezi ve LDL klerensinin temel olarak yer aldigi
karacigere buyuk oranda gecer. Rosuvastatin kalsiyumun dagilim hacmi
yaklasik 134 L’'dir. Basta albumin olmak uzere plazma proteinlerine % 90

oraninda baglanir.

2.2.3.3. Metabolizma

Rosuvastatin kalsiyumun metabolizmasi sinirlidir (yaklagsik %10).
Belirlenen temel metabolitler N-desmetil ve lakton metabolitleridir. N-desmetil

metaboliti, rosuvastatin kalsiyumdan % 50 daha az aktif iken lakton formu
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klinik olarak inaktiftir. HMG-KoA reduktaz inhibitor aktivitenin % 90’indan

fazlasi rosuvastatin kalsiyum tarafindan gergeklestirilir.

2.2.3.4. Eliminasyon

Rosuvastatin kalsiyumun yaklasik % 90’1 degismemis olarak feges ile
(absorbe edilmis ve edilmemis maddeden olugur), geri kalani idrar ile atilr.
Yaklasik % 5’i idrarla degismemis olarak atilir. Plazma eliminasyon yari d6mru

yaklasik 19 saattir. Eliminasyon yari émru, yuksek dozlar ile artmaz.

2.2.4. Klinik Kullanim Sekli ve Dozu

Rosuvastatin kalsiyumun tavsiye edilen baglangig dozu statine yeni
baglayan hastalarda oral olarak, ginde tek doz 5 mg’dir. Baska bir HMG-CoA
reduktaz inhibitdérinden gecilen hastalarda tavsiye edilen baslangi¢ dozu 5-
10 mg’'dir. 20 mg’lik dozun Ustundeki dozlarda uzman kontrola gereklidir. 40
mg doz ile advers etkilerin bildirilme sikliginda artis nedeniyle, sadece 20 mg
doz ile yeterli yanit alinamayan, kardiyovaskuler hastalik riski yuksek olan
agir hiperkolesterolemili hastalarda dusundlmelidir. Rosuvastatin kalsiyum,

yemekle birlikte veya ayri olarak alinabilir.

2.2.5. Yan Etkileri ve ilag Etkilesimleri

Bas agrisi, sersemlik, kabizlik, bulanti, karin agrisi, miyalji, asteni,
dokantd, udrtiker. Anjiyoddem dahil hipersensitivite reaksiyonlari, kaslarda
g6rulen miyopati, rabdomiyoliz belirtilen yan etkilerdir. Dozun artiriimasi ile
yan etki sikligi artar. Diger HMG-KoA reduktaz inhibitorlerinde oldugu gibi,
rosuvastatin kalsiyum kullanan hastalarin az bir kisminda doza bagl olarak
transaminaz duzeylerinde artis gézlenmistir.

Rosuvastatin  kalsiyum ve siklosporin birlikte kullanildiginda,
rosuvastatin kalsiyumun EAA (Egri altindaki alan) degerleri, saghkh
gonullilere gore 7 kat daha yuksek bulunmustur. Siklosporinin plazma
konsantrasyonunda bir degisiklige neden olmamistir.

Vitamin K antagonistleri (6rnegin varfarin) kullanan hastalarda
rosuvastatin kalsiyum tedavisine baslanirken veya dozu yukseltilirken INR
(International Normalised Ratio) duzeyi yukselebilir. Tedavinin kesilmesi veya
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dozun azaltiimasi INR dlzeyini disurur.

Gemfibrozil, fenofibrat, diger fibratlar ve niasinin lipid disurtclt dozlari,
HMG-KoA reduktaz inhibitorleri ile birlikte kullanildiginda miyopati riskini
artirirlar, bunun nedeni, muhtemelen bu ilaglarin tek basina kullanildiginda
da miyopatiye neden olmalaridir. Rosuvastatin kalsiyum ve gemfibrozilin
birlikte kullanilmasi, rosuvastatin kalsiyumun Cmaks. ve EAA degerlerinin 2
kat artmasi ile sonuglanmistir.

Rosuvastatin  kalsiyumun 40 mg dozunun bir fibrat ile birlikte
kullaniimasi kontrendikedir.

Aliminyum ve magnezyum hidroksit iceren bir antasit slispansiyon ile
ayni anda kullanilmasi, rosuvastatin kalsiyumun plazma konsantrasyonunu
yaklasik % 50 azaltmistir. Antasid, rosuvastatin kalsiyum verilmesinden 2
saat sonra verildiginde bu etki azalmaktadir.

Eritromisin ile birlikte kullaniimasi, rosuvastatin kalsiyumun EAA (0-t)
degerinde % 20, Cmax degerinde ise % 30 azalmasina neden olmustur. Bu
etkilegsim, eritromisinin barsak motilitesini artirmasina bagl olabilir.

Oral kontraseptifler ile birlikte kullaniimasi, etinil Ostradiol ve
norgestrelin egri altinda kalan alaninda, sirasiyla % 26 ve % 34 oraninda

yukselmeye neden olmustur.

2.2.6 Kullanim Alani (Endikasyonlari)

Diyet ve diger farmakolojik olmayan tedaviler (6rnegin egzersiz, kilo
verme) ile yeterli yanit alinamayan durumlarda primer hiperkolesterolemi (tip
Ila heterozigot ailesel hiperkolesterolemi) ve kombine dislipidemili (tip 1lb)
hastalarda diyete yardimci olmak Uzere kullanilir. Homozigot ailesel
hiperkolesterolemide diyet ve diger lipid dusuricu tedavilerle (6rn. LDL
aferezi) kombine edilerek ya da bu tur tedavilerin uygun olmadigi durumlarda

kullanilir.

2.2.7 Kullanilimamasi Gerekli Durumlar (Kontrentikasyonlari)
Rosuvastatin kalsiyum ya da ilacin igerdigi herhangi bir maddeye kargi agiri

duyarhhg! olanlarda, serum transaminaz duzeylerinde agiklanamayan inatgi
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yukselmeler ve herhangi bir serum transaminaz dizeyinde normal dizeyin
ust limitinin 3 kati oraninda (3xULN) yukselme gorulen aktif karaciger
hastaligi olanlarda, agir bobrek yetmezIigi olan hastalarda ( kreatinin klerensi
< 30 ml/dk.), miyopatisi olan hastalarda, birlikte siklosporin kullanan
hastalarda, gebelik ve laktasyon déneminde ve dogurganlik caginda olup
uygun dogum kontrol yontemi uygulamayan kadinlarda 40 mg doz,
miyopati/rabdomiyolize karsi hastayr duyarli hale getirebilecek faktorlerin
bulundugu hastalarda kontrendikedir. Bu faktorler agagida verilmistir.

- Orta derecede bobrek yetmezligi (kreatinin klerensi < 60 mL/dak)
- Hipotiroidizm

- Kisisel ya da ailesel herediter kas bozuklugu hikayesi

- Diger HMG-KoA rediktaz inhibitorleri ya da fibrat kullanimina bagh kas

toksisitesi hikayesi

Vilcuda zarar verecek olgide devamli alkol kullanimi

Plazma dizeylerinin artmasina neden olabilecek durumlar

Asya kokenli hastalar

Birlikte fibrat kullanimi.

2.3. Rosuvastatin Kalsiyumun Analiz Yontemleri

2.3.1. Kromatografik Yontemleri:

Hull ve arkadaglari, plazmadan rosuvastatin kalsiyumun analizi igin
kati faz ektsraksiyonunu takip eden kuitle spektrometrik (MS) dedektorll
yuksek performansl sivi kromatografisi yontemini gelistirmislerdir. Geligtirilen
yontem valide edilmis ve plazmadan rosuvastatin kalsiyumun tayini icin
dogrusallik araligi 0.1-30 ng mL™" olarak bulunmustur. Alt tayin siniri da 0.1
ng mL™"dir. Analizler sonucunda bir girisim olmadigi gosterilmis. Analitin
plazmada 3 kez dondurulup ¢ézinme isleminde ve -20°C ve -70°C’de 6 aya
kadar kararli oldugu bulunmustur (12).

Hull ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyumun N-desmetil metabolitinin
plazmadan tayini icin kati faz ektsraksiyonunu takip eden kutle spekroskopisi

dedektorll yuksek performansli sivi kromatografisi yontemini gelistirmiglerdir.
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Gelistirilen yontem valide edilmis ve plazmadan N-desmetil rosuvastatinin
tayini icin dogrusallik araligi 0.5-30 ng mL" olarak bulunmustur. Alt tayin
sinirt da 0.5 ng mL™dir. Plazma 6rnekleri 1:1 oraninda sodyum asetat
tamponu (pH 4; 0.01M) ile kanstinlimigtir. N-desmetil rosuvastatinin
plazma/tampon igerisinde oda sicakliginda 24 saat, -70°C’de 12 ay karall
oldugu bulunmustur (11).

Mehta ve arkadaglari, rosuvastatin kalsiyumun bozunma drunleri
varliginda tayini igin sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Bozunma
artnlerinin olugsmasi farklh pH dederlerinde gerceklestiriimistir. Buna ek
olarak, rosuvastatin kalsiyum oksidatif, fotolitk ve termal strese maruz
birakilmistir. Bu ortamlarda olusturulan bozunma udrunleri ile normal uzun
donem Kkararliik c¢alismalarinda olugsan bozunma drunlerinin ayni oldugu
gOsterilmigtir (21).

Triverdi ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyum ve fenofibrik asitin insan
plazmasindan tayini icin MS dedektorli yuksek performansh sivi
kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. i¢ standart olarak karbamazepin
kullaniimis ve plazmadan etil asetat ile tlketilmigtir. Organik tabakanin
uzaklastirlmasinda 40°C azot buhari gegirilmistir. Analizler igin X-Terra MS
C-18 (4,6x50mm, 5 pm) kolon, 0.05 M formik asit: asetonitril (45:55 h/h)
hareketli faz ve 0.40 mL/dk akis hizi kullanilmigtir. Alikonma zamanlari
rosuvastatin kalsiyum igin 2.35, fenofibrik asit i¢in 4.70 ve i¢ standart igin 2.32
dk. olarak bulunmustur. Alt tayin siniri rosuvastatin kalsiyum igin 1.0 ng mL™",
fenofibrik asit i¢cin 0.5 pg mL" olarak bulunmustur. Dogrusallik araligida
sirastyla 1.0-50 ng mL" ve 0.5-20 ug mL™"dir. Kararlilik calismalari
sonucunda da -80°C’de 1 ay boyunca kararli oldugu gdsterilmistir (18).

Xu ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyumun plazmadan analizi igin MS
dedektorli yuksek basingl sivi kromatografisi yontemi geligtirmislerdir. Bu
yontemde i¢ standart olarak silostazol kullaniimistir. Analit ve i¢ standart
plazmadan eter ile tiketilmistir. Analizlerde Atlantis C18 (2.1 mm x 150mm,
5.0 ym) kolon, %0.2 formik asit:metanol (30:70 h/h) hareketli faz kullaniimis
ve akis hizi 0.2 mL/dk olarak segilmigtir. Yontem FDA’in biyoanalitik yontem

validasyonu klavuzuna gore valide edilmigtir. Calismalar sonucunda alt tayin
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sinirt 0.2 ng mL™", dogrusallik araligi 0.2-50 ng mL" ve korelasyon katsayisi
0.9991 olarak bulunmustur. Yontemin farmakokinetik ve biyoesdederlik
calismalarinda kullanilabilir bir yontem oldugu gosterilmistir (20).

Kumar ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyumun farmasotik
preparatlardan ve fare plazmasindan analizi i¢in yiksek performansli sivi
kromatografisi ydntemi gelistirilmistir. ic standart olarak ketoprofen segilmistir.
Plazmadan asetonitril ile tiketilmigtir. Analiz i¢in Kromasil KR 100-5 C18 (4.6
x 250 mm,5 pm) kolon, 0.05 M formik asit:asetonitril (55:45 h/h) hareketli faz
olarak belirlenmis ve akis hizi olarak 1.0 mL dk.” secilmistir. Olgiimler UV
dedektorle 240 nm dalga boyunda yapilmigtir. Allkonma zamanlar
rosuvastatin kalsiyum igin 8.6 dk., i¢ standart igin 12.5 dk olarak bulunmustur.
Dogrusallik araligi 0.02 -10 ug mL"dir. Alt tayin sinin 0.02 ug mL " dir.
Gelistirilen yontem oral tek doz verilmis fare plazmalarinda farmakokinetik
calismalarda uygulanmistir (14).

Pasha ve arkadaslari, 5 statininin (atorvastatin, lovastatin, pravastatin,
simvastatin ve rosuvastatin) farmasotik preparatlardan analizlerinde ve in
vitro metabolizasyon calismalarinda kullaniimak Uzere yuksek performansli
sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. 1 mL dk.” akis hizinda ternari
gradient elusyon uygulanmig ve Intertisl ODS 3V kolon (4.6 x 250 mm, 5 ym)
kullaniimigtir. Analizler oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Hareketli faz
0.01M amonyum asetat (pH 5), asetonitril ve metanol’den olusmaktadir. ic
standart olarak teofilin kullaniimistir. Olglimler 237 nm dalga boyunda UV
dedektor kullanillarak  yapilmistir.  Allkonma zamanlari i¢ standart,
atorvastatin, lovastatin, pravastatin, rosuvastatin and simvastatin igin
sirasiyla 7.5, 17.2, 21.6, 28.5, 33.5 ve 35.5 dk. olarak bulunmustur. Yontem
tablet analizlerine uygulanmistir. In vitro metabolizasyon caligmalarinda ise
plazmadan etil asetat ile tuketme iglemini yapmiglardir (6).

Vittal ve arkadaslari, insan plazmasindan rosuvastatin kalsiyum ve
gemfibrozilin tayini igin ylUksek performansli sivi kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Plazmadan analitler asetonitril ile tiiketilmistir. ic standart
olarak selekoksib kullaniimigtir. Analizlerde X-Terra C18 kolon (4.6x150mm,
5 um) kullanilmistir. Akis hizi olarak 20 dk boyunca 0.0-1.60 mL dk™ gradient
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akis  hizi belirlenmigtir.  Hareketli faz 0.01M amonyum asetat:
asetonitril:metanol’dir (50:40:10 h/h). Olglimler 275 nm dalga boyunda UV
dedektorle gergeklestiriimigtir. Allkonma zamanlari rosuvastatin kalsiyum,
gemfibrozil ve i¢ standart igin sirasiyla 6.7, 13.9 ve 16.4 dk.dir. Dogrusallik
araligi rosuvastatin kalsiyum icin 0.03-10 ug mL™ gemfibrozil icin 0.3-100 g
mL™"  bulunmustur. Yontem ayrica farelerde farmakokinetik galismalara da
uygulanmigtir (19).

Lan ve arkadaslari, insan plazmasindan rosuvastatin kalsiyumun
analizi icin MS dedektorli sivi kromatografisi yontemi gelistirmiglerdir.
Plazmaya asetik asit ve tetra butil amonyum hidroksit eklendikten sonra
analit ve i¢ standart sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile plazmadan ayriimistir.
ic standart olarak estron, kolon olarak Phenomenex Luna C18 kullaniimistir.
Hareketli faz, %2 formik asit : metanol’dur (20:90 h/h). Akis hizi 1 mL dk’
'’dir. Allkonma zamanlari rosuvastatin kalsiyum igin 2.3 dk. ve i¢ standart
icin 3.4 dk.dir. Alt tayin siniri 0.1 ng mL™", dogrusallik arali§i 0.1-20 ng mL’
dir. Rosuvastatin kalsiyum plazmada 3 kez dondurup ¢6zinme iglemlerinde
ve -20°C’de 8 hafta boyunca kararli bulunmustur (15).

Gao ve arkadaslari, plazmadan rosuvastatin kalsiyumun tayini icin MS
dedektorli  yuksek basingh sivi kromatografisi (LC-MS/MS) yontemi
geligtirmiglerdir. Plazmadan tuketme iglemi etil eter ile yapimigtir. Kolon
olarak Zorbax XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 ym) hareketli faz olarak ise
metanol-su (75:25 h/h pH 6) kullanilmistir. LOQ 0.02 ng mL™", dogrusallik
araligi 0.02-60 ng mL™" olarak bulunmustur. Yéntem oral tek doz 5, 10 ve 20
mg rosuvastatin kalsiyum uygulanmig 10 gonudllunun farmakokinetik
calismalari basari ile uygulanmistir (10).

Kallem ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyumun kuguk hacimlerdeki
plazma oOrneklerinden tayini icin MS dedektorli yuksek basingl sivi
kromatografisi (LC-MS/MS) yéntemi gelistirmiglerdir. i¢ standart olarak
atorvastatin  kullanilmistir. Plasmadan tuketme islemi asetonitril ile
yapiimigtir. Alikonma zamanlari rosuvastatin kalsiyum igin 2.5 dk. ve ig
standart icin 3.1 dk.’dir. Kolon olarak Inertsil ODS-3 (4.6 x 100mm,3 um),
hareketli faz olarak ise 0.05 M formik asit-asetonitrii (20:80, h/h)
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kullaniimistir. LOQ 0.05 ng mL™" ve dogrusallik araligi 0.05-50 ng mL™" olarak
bulunmustur. Yontem klinik galismalara basari ile uygulanmigtir (13).

Sultana ve arkadaslari, atenolol, rosuvastatin, spironolakton,
glibenklamid ve naproksen sodyumun plazmadan ve farmasotik
preparatlardan analizi igin yuksek basingh sivi kromatografisi ydntemi
gelistirimistir. ic standart olarak flurbiprofen kullaniimistir. Analizler
Purospher start, C18 kolonla metanol-su (80:20 h/h pH 3.4) hareketli faziyla
0.9 mL dk™ akis hizinda gerceklestiriimistir. Dogrusallik araligi 0.25 - 30 ug
mL™" olarak bulunmustur (17).

Sane ve arkadaslari, rosuvastatin  kalsiyumun farmasoétik
preparatlardan analizi igin yuksek performansl ince tabaka kromatografisi
yontemi gelistirmislerdir. Slikajel 60F244 HPTLC plaklari kullanilmigtir. i
standart olarak aseklofenak secilmistir. Hareketli faz toluen-metanol-
etilasetat-formik asittir (6:1:3:0.1 h/h). Standart ve tablet ¢ozeltileri metanolde
gozilerek hazirlanmistir. Olgtimler 265 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Dogrusallik araligi 1-15 pg mL™" olarak bulunmustur. Yontem valide edildikten
sonra tablet preparatlarina uygulanmistir (7).

Robledo ve Smyth, atazanavir, indinavir, emtrisitabin, gemifloksasin ve
rosuvastatinin serumdan analizi igin MS dedektorli yuksek basingli sivi
kromatografisi (LC-ESI-MS2) yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontem
valide edilerek serumdan tayinleri gercgeklestiriimistir. Bu molekuller igin
ayrica diferansiyel puls polarografisi yontemi de denenmis fakat matriksle
girisim yapmasi nedeni ile rosuvastatin kalsiyumun serumdan tayinine uygun

bir yontem olmadigi sonucuna varilmig ve yontem gelistiriimemigtir (16).

2.3.2 Spektrofotometrik Yontem:

Uyar B ve arkadaslari rosuvastatin kalsiyumun farmasotik
preparatlardan analizi igin spektrofotometrik yontem gelistirmiglerdir. Standart
ve tablet ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢dzucl olarak metanol kullaniimistir.
Olglimler rosuvastatin kalsiyumun maksimum absorbans gosterdigi 243 nm
dalga boyunda yapilmistir. Dogrusallik araligi 1.0-60 pg mL" arasindadir.

Gozlenebilme sinin 0.33 ug mL™dir. Valide edilen yéntem daha sonra
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farmasotk preparatlara uygulanmistir (8).

2.3.3 Kapiller Elektroforez Yontemi:

Sisli | ve arkadaslari, rosuvastatin kalsiyumun farmasétik
preparatlardan analizi i¢in kapiller elektroforez yontemi gelistirmislerdir.
Yoéntemde optimizasyon c¢alismalari sonucunda 50 mM pH 9.5 Borat
tamponu, 30 °C kapiller sicakligi, 25 kV uygulanan voltaj olarak segilmigtir.
Cozeltiler 5 mbar basingla 5 saniye boyunca enjekte edilmistir. Olgiimler 243
nm dalga boyunda yapilmistir. i¢ standart olarak diflunisal kullaniimistir. Gé¢
suresi rosuvastatin kalsiyum ve i¢ standart igin sirasiyla 3.20 + 0.01 dk. ve
420 +0.02 dk.’dir. Dogrusallk araligi 3.0-200 ug mL" arasindadir.
Gozlenebilme sinin 1.00 pg mL™" ve alt tayin sinini 3.00 pug mL™"dir,

Gelistirilen yontem farmasatik preparatlara uygulanmistir (9).

2.4. Elektroanalitik Yontemler (30-42)

Maddelerin elektriksel davranislarini ve elektrik enerjisi ile kimyasal
tepkimeler arasinda iligkileri inceleyen bilim dalina elektrokimya, maddelerin
elektrokimyasal 6zelliklerini analiz amaci ile kullanan yontemlere de
elektroanalitik yontemler denir.

Elektroanalitik Kimya, bir elektrokimyasal hucredeki analit ¢ozeltisinin
elektrokimyasal 6zelliklerine dayanan bir grup yontemi kapsar. Eger disardan
pilin sifir akim altindaki potansiyelinden daha buylk bir potansiyel
uygulanirsa pilden bir akim gecer. Anot ve katotta maddesel degisimler
olusur.  Voltametri, kulometri, kronopotansiyometri, amperometri,
kondUktometri gibi elektroanalitik yontemler bu tur elektrolitik pillere dayanir.
Elektroanalitik yontemler ¢ok dusuk tayin sinirlarina ulasabilirler. Maddelerin,
ara yuzeylerdeki yuk aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiatle aktarim hizi,
adsorpsiyon ve kemisorpsiyon derecesi, kimyasal tepkimelerin hizi ve denge
sabitleri gibi bilgiler verir.

Elektroanalitik yontemler, diger yontemlere gore bazi UstlnlUklere

sahiptir.
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« Elektrokimyasal olgumler ¢odu kez bir elementin bir ylkseltgenme
basamagi igin spesifiktir. Yani, elektroanalitik yontemler ile degisik
yikseltgenme basamagina sahip tirler saptanabilir. Ornegin, bir
ornekteki Fe®* ve Fe®* derisimleri kolayca saptanabilir.

« Elektrokimyasal yontemlerin uygulanmasini saglayan ticari gereglerin
digerlerine gore daha ucuz olmalaridir. Ustelik, birgcok elektroanalitik
yontemin ayni cihazda uygulanabilirligini saglayan ¢ok amagli olanlar
da vardir.

» Elektrokimyasal yontemler, kimyasal tlrlerin derisimlerinden ¢ok
aktiflikleri hakkinda bilgi verir. Fakat ¢cogu zaman bu sakinca iyon
siddeti sabit tutularak giderilebildiginden 6nemli olmadigi gibi aktifligin
(etkinlik) 6nemli oldugu olaylarda bir Ustunluk de saglayabilir.

Cok cesitli elektroanalitik yontemler Onerilmektedir. Bunlardan en
yaygin kullanilanlar Asagidaki $Sekil 2. 6’da gosterilmistir (38). Bu yontemler,
ara yluzeyde gerceklesen yontemler ve tum analiz ortaminda gergeklesen
yontemler olarak ikiye ayrilirlar. Ara yluzeylerde gergeklestirilen yontemlerin
daha genel bir kullanim alani vardir. Ara yuzey yontemleri, elektrot yuzeyleri
ve bu yuzeylere hemen bitisik olan ince ¢oOzelti tabakasi, arasindaki ara
yuzeyde olusan olaylara dayanmaktadir. Tim analiz ortami ydntemleri
¢ozeltinin tamaminda olusan olanlara dayalidir ve ara ylzey etkilerinden
kaginmak icin her yola bagvurulur.

Ara yuzey yontemleri, elektrokimyasal hucrelerin akimin varlhiginda
veya yoklugunda isleyisine gore statik ve dinamik olmak UGzere iki ana sinifa
ayrilirlar. Potansiyometrik olgimleri iceren statik yontemlerin hizlar ve
segicilikleri nedeniyle ayri bir Gnemi vardir.

Elektrokimyasal hucrelerdeki akimlarin hayati bir rol oynadigi dinamik
ara ylzey yontemlerinin gesitli tipleri vardir. Bu ydntemlerden Seklin solunda
gérilen U¢ tanesinde diger degiskenlerin dlgumleri yapilirken hicrenin
potansiyeli kontrol edilmektedir. Genellikle bu yontemler duyarlidirlar, oldukc¢a

genis calisma araligi vardir (10'3-10'8 M), Ayrica bu analizlerin gogu pL, hatta
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nL seviyesindeki numune miktarlariyla gergeklestirilebilir. Gozlenebilme
sinirlari pikomol seviyesinde olabilir.

Elektroanalitik ydntemlerin siniflandirmasi Sekil 2. 6’da verilmistir (38).

A T R e
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Sekil 2. 6. Elektroanalitik ydntemlerin siniflandirilmasi
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Elektrokimyasal yontemlerin gergeklestirildigi dizenek sematik olarak

Sekil 2. 7°de verilmigtir.

Potensiyotat <

Veri Toplayict 4y
R

Mikro
Hijcrs ve ’ Islemei |
Elektrot Kontro! [4] <~7iBilzisayar
Kontrol -
Yazilimu
Calima Elektrotu
Referans Elektrot
Karsit Elektrot

Sekil 2. 7. Elektrokimyasal islemlerin gergeklestirildigi dizenek

2.4.1. Voltametri

Voltametri, bir indikator veya calisma elektrodunun polarize oldugu
sartlar altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin
Olcilmesinden yaralanarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup analitik
yontemi kapsar. Genel olarak voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari,
polarizasyonu artirmak igin, yiizey alanlari birkag mm? ve bazi uygulamalarda

ise birkac pm? veya daha kiiciik olan mikroelektrotlardir.

Voltametri, tam derisim polarizasyonu gartlari altinda bir
elektrokimyasal hiicrede olusan bir akimin dlgtlmesine dayanir. Cok az analit

tuketimi sO0z konusudur.

Voltametri, cesitli ortamlarda meydana gelen yukseltgenme -

indirgenme olaylarinin, yuzeydeki adsorbsiyon olaylarinin ve kimyasal olarak
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modifiye edilmis elektrot yluzeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarinin
temel calismalarini kapsayan, analitik olmayan amaglarla yaygin olarak

kullaniimaktadir.

2.4.1.1. Voltametrik Olgiim Diizenekleri

Voltametrik cihazlarin gorevleri istenilen tirde bir potansiyel Uretmek,
bu potansiyeli kontrol etmek, zamana bagl derisimini saglamak,
elektrokimyasal pile uygulandiktan sonra da devreden gecen akimi surekli ya

da belli zaman araliklarinda saptamaktir.

2.4.1.1.1 iki Elektrotlu Sistemler
Bu sistemler c¢alisma elektroduyla karsilagtirma (referans)
elektrodundan olusur (Sekil 2.8). iki elektrot arasina uygulanan potansiyel
yuksek empedansli elektronik voltametre ile akim ise bir ampermetre ya da
galvanometreyle oOlgulur. Bu sistem ancak dusuk direngli ¢ozeltilerde caligir.
Yuksek direngli ortamda ohmik dusme (IR) 6onemli duzeye gikacagindan,

islev géremezler. Bu yuzden IR dismesinin buyudkligu ile sinirlidir.
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Sekil 2. 8. iki elektrotlu polarografik sistem

(V potansiyel, G akim Olger sistemler )

2.4.1.1.2 Ug Elektrotlu Sistemler

Gunumuzde IR potansiyel dusmesinden kaynaklanan sikintilardan
kurtulmak igin Ug¢ elektrotlu sistemler kullaniimaktadir. Akim calisma
elektroduyla yardimci (karsit) elektrot arasindan gecger. Calisma ve
kargilastirma (referans) elektrotlari arasindaki potansiyel farki sifir akim
altinda saptanir. Diger cihazlarda oldugu gibi burada da islemci katlandiricilar
(operational amplifier) kullanilir (Sekil 2.9).
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Sekil 2. 9. islemci katlandiricili, potansiyoslatli, 3 elektrotlu sistem.

Sekil 2.9" daki E; dogru akim kaynagidir. Bu gerilim islemci katlandiricilarla
olusturulur. Dogrusal artan, dogru akim Ureten, integral devre Sekil 2.9’ da
verilmigtir. Bu devrede; E4 giris (besleme) potansiyeli, Ry giris direnci ve St

geri besleme sahasi (kapasitort) olmak tzere ¢ikig potansiyeli olan Eg

Eg= """""" t 2.1

esitiligi ile degisir. Bu potansiyel polarograf giris devresine yani E direng
ucuna baglanir. Geri besleme devresinde degisken siga kullanilirken
potansiyel kontrol edilir. E, E; ve Ej giris direnglerine degisik gerilimler ayri
ayri uygulanabildigi gibi, her bir uca farkli gerilimler uygulanarak da ust Uste
bindirilmis gerilimler saglanabilir. Ornegin R, direncine dogru gerilim, R;

direncine sinusoidal gerilim u ygulanirsa alternatif akim; eger kare dalga
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uygulanirsa, kara dalga, pulslar uygulanirsa puls ya da diferansiyel puls
voltametreleri olusturulur.

PC islemcisi potansiyel kontrol eder, B islemcisi (Booster) potansiyel
arttirma gorevini yapar. PF iglemcisi potansiyel izleyici oldugu igin devreden
akim ¢gekmeden ¢alisma elektrodunun potansiyelini saptar.

CF akim izleyici katlandiricidir. Calisma elektrodu ile yardimci elektrot
uzerinden gecgen akimi, devreden akim gekmeden katlandirarak saptar. Cikis
potansiyeli bir yazici ya da bilgisayara baglanarak kaydedilebilir. Akimin

potansiyel ile dogru orantili olmasi nedeniyle akim kaydedilmis gibi olur.

2.4.1.1.3 Bilgisayar Kontrolli Sistemler

GUnumuzde bilgisayar kontrolu ile c¢alisgan elektrometrik oOlgim
sistemleri daha kolay kullaniimaktadir. Sistemde kullanilan potansiyelin
uretimi, kontrolll, deneyden elde edilen verilerin toplanmasi ve depolanmasi
bu sayede daha kolay ve guvenilir hale gelmistir. Sekil 2.10’da bilgisayar
kontrollU  bir elektrometrik sistem verilmigtir. Bu sistemdeki A/D
donustlriculeriyle analog sinyal, sayisal sinyale, ve D/A doénustlricusuyle

sayisal sinyal de analog sinyale donusturtlerek kontroller yapilir.

4>_~LSM ""ma Yar‘;.Imu elektrot
r Olgtim pii
<&[_|

caisma
clestrodu

Sekil 2. 10. Bilgisayar kontrolu elektrokimyasal 6lgim bilesenleri

Bilgisayar sayesinde, belli zaman araliklariyla akimi saptamak ve

bunlara depolamak olasi oldugundan, farkh Olgim yoOntemleri de
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gelistiriimistir. Ornegin damlayan civa elektrodunda, yalnizca damlalarin
dismesine yakin, segcilmis bir anda akimi saptayip, belleginde depolar ve
potansiyel taramasini tamamladiktan sonra tum verileri bir voltamogram
seklinde verebilir (tast polarografi). Benzer sekilde puls ya da diferansiyel
puls teknikleri de anlik akimlarin farklarini kolayca alma olanaklarini saglar.

Bilgisayar potansiyositati kontrol ettiginden, uygun bir bilgisayar
programiyla matematiksel yolla tanimlanan herhangi bir dalga bigimi
belirlenip ¢calisma elektrotuna uygulanabilir (39).

2.4.1.2. Voltametride Uyarma Sinyalleri

Voltametride, bir mikroelektrot iceren elektrokimyasal hucreye
degistirilebilir bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali
yontemin dayandi§i karakteristik bir akim cevabi olusturur. Voltametride en
¢ok kullanilan uyarma sinyallerinin dordunin dalga sekli $ekil 2.11°de
verilmigtir. Klasik voltametrik uyarma sinyali, hlicreye uygulanan dogru akim
potansiyelinin zamanin bir fonksiyonu olarak (genellikle 2-3 V arasinda),
Sekil 2.11.a’da gdsterilen dogrusal bir taramadir. Sonra hicrede olusan
akim, zamanin bir fonksiyonu olarak ve bdylece uygulanan potansiyelin bir

fonksiyonu olarak kaydedilir.

Sekil 2.11b ve 2.11.c’de iki puls tipi uyarma sinyali gortlmektedir.
Akimlar bu pulslarin émriu slresince ¢esitli zamanlarda dlgultr. Potansiyel
2.11.d’'de gorulen ucgen seklindeki dalga ile iki deder arasinda devreder.
Once bir maksimuma kadar dogrusal olarak artar ve sonra ayni egimle
orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Bu iglem, akimin zamanin bir

fonksiyonu olarak kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir.
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Ad Dalga sekli Volametrinin Tipi
a) Dogrusal Polarografi
Taramak B Dogrusal-taramah
voltametri
Zaman —
b) Diferansiyel E Diferansiyel puls
Puls voltametrisi

Zaman —»

E Kare dalga
voltametrisi

¢) Kare Dalga

Zaman —«=
A\ Dénigimli
~ E / 0\ voltamertri
d) Uggen / \
/ \
/ \
Zaman —

Sekil 2. 11. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

2.4.2. Polarografi
Polarografi, 1927 yihinda Cek bilim adami J. Heyrovsky tarafindan

geligtiriimis ilk elektrokimyasal yontemdir.

Polarografi, eser elementlerin analizlerinde kullanilan &6nemli bir
yontemdir. Periyodik cetvelde yer alan elementlerin buyudk bir kismi ile
indirgenebilen veya yukseltgenebilen fonksiyonel gruba sahip elektroaktif
olan organik molekullerin dogrudan analizi yapilabilmektedir. Elektroaktif

olmayan organik molekuller ise kompleks olusturma, nitrolama, nitrozolama,
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N veya S oksitleme, kondenzasyon ve katilma tepkimeleri ile dolayl yolla
analiz edilebilirler (36).

Polarografide ¢aligma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu (DCE)
kullanilir. Bu elektrot 0.05 — 0.08 mm i¢ c¢apli bir kilcal cam borudur. Bu
kilcalin bir ucu 1 — 50 mL kadar ¢dzelti bulundurulan bir hicreye daldirilir.
Diger ucu 30 — 80 cm yuksekligindeki bir boru yardimiyla civa haznesine
baglanir. Kilcalin yukarisinda bulunan civa sutununun hidrostatik basinciyla
civa, ¢oOzelti icerisine damlalar halinde duger. Son gelistirilen bir sistemle
damla Omri mekanik damla duslUractust yardimiyla istenilen sekilde
ayarlanabilmektedir. DCE’un potansiyeli, bir referans elektrota karsi
degistirilir. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel
elektrottur (DKE). DCE ile referans elektrot arasina bir potansiyometre
yardimiyla bir potansiyel uygulanir. Akim, ¢calisma elektrotu ile karsit elektrot
arasinda akar. Karsit elektrot olarak platin kullanilir. Hicreden gegen akim bir
galvanometre ile 6lgulir. Olglilen akimin uygulanan potansiyele kargi grafigi
polarogram adini alir (35,36). Sekil 2.13'de normal polarografide gozlenen

akim - potansiyel egrisi gértlmektedir.

S akim
ip (pik akum)

Difiizvon akim

Eb Ewn
E (Potansivel)

Sekil 2. 12. Polarografide gozlenen akim-potansiyel iligkisi
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Polarografide akim, c¢alisma elektrodu Uzerinde maddelerin
indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sonucu olugur. indirgenmeden dolayi
olusan akima katodik akim, yukseltgemeden dolayi olugsan akima ise anodik
akim denir. Katodik akimin isareti pozitif, anodik akimin isareti ise negatif
olarak kabul edilmistir. Sekil 2.13’de verilen polarogramdan goéruldugu gibi
yukseltgenmenin veya indirgenmenin basladigi potansiyele bozunma
potansiyeli (Ep) denir. Bozunma potansiyelinden sonra ¢ok az bir potansiyel
degismesine karsilik olusan akimda hizli bir artis gdzlenir. Belli bir
potansiyelden sonra akimin sabit kaldigi bir plato bdlgesine ulagiimaktadir.
Bu akima sinir akim denir. Elektrot Uzerinde heniz tepkime olmadigi zaman
klguk de olsa bir akim gdzlenir. Bu akima artik akim denir. Bu akimin iki

nedeni vardir:

1. Cozelti iginde analiz edilecek maddeden daha elektroaktif
safsizliklarin indirgenmesi veya yukseltgenmesi ile olusan faradaik akim,

2. Elektrot ylzeyine adsorbe olan maddenin elektrot-elektrolit ara
yuzeyindeki (civa damlasinin yuklenmesi) elektriksel ¢ift tabakanin
kapasitansina etki etmesi sonucu olusan kapasitif akimdir.

Sinir akim ile artik akim arasindaki akim farki dalga yuksekligidir. Bu
dalga yuksekligi, elektroaktif maddenin derisimi ile dogrusal olarak artar.
Polarografide akimin artmaya basladidi ilk potansiyel bozunma potansiyelidir.
indirgenme bozunma potansiyelinden sonra baglar. ilk énce elektrot
yuzeyindeki maddeler indirgenir ve akim artmaya baslar. Cozeltideki
maddeler derisimin “0” oldugu elektrot ylzeyine diflizyonla gelmeye baslar,
indirgenir ve akim artar. Elektrot tepkimesinin hizi ¢dzeltideki maddenin
difizyon hizina esit oluncaya kadar akim artar. Elektrot tepkimesinin hizini
maddenin diftzyon hizi sinirlar. Buna difuzyon sinir akimi denir. Bu ozelligi
nedeniyle polarografi nicel analizlerde kullanilabilmektedir. Akimin sinir akimi
degerinin yarisina esit oldugu potansiyel yari dalga potansiyelidir. Yari dalga
potansiyeli Eq, ile gosteriimektedir. E4. degeri genellikle elektroaktif

maddenin derigsimine baglh degildir ve standart yari hicre potansiyeli ile
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yakindan iligkilidir. Yari dalga potansiyelinin her madde icin karakteristik
olmasi 6zelliginden dolayi polarografi nitel analizlerde kullanilabilmektedir
(35).

DCE'un avantajlari yaninda bazi dezavantajlari da vardir. Bu
avantajlar ve dezavantajlar asagida kisaca 6zetlenmigtir.

Avantajlari:

1. Civanin kimyasal agidan inert olusu ve civa Uzerinde hidrojen agir
geriliminin ¢ok bluyuk olmasi nedeniyle, bu elektrotla bir gok indirgenme
tepkimesi incelenebilir. Ornegin, Cd**, Zn** gibi normalde H"den daha zor
indirgenen katyonlar, civa Uzerinde H® indirgenmesinden daha pozitif
potansiyellerde indirgenirler.

2. DCE’da her damla yeni ve temiz bir yuzey olusturdugundan elde
edilen akim o6nceki damlalardaki elektroliz olaylarinin etkisinde kalmaz.
Elektrot ylzeyinin kirlenmesi s6z konusu degildir.

3. Damlayan civa yeterli karismayr sagladigindan belirli bir
potansiyelde gorulen akim degismeleri olmamaktadir.

4. CoOzelti icerisinde damlayan civa, her damlada ayni buyuklige
erismekte ve dolayisi ile bir dnceki damladan badimsiz olarak ayni akim
uretilebilmektedir.

5. Boyutlari dugtk oldugundan mikro hucreler ile dusuk hacimlerde
calisilabilmekte ve ylzey alani hesaplanabildiginden matematiksel islemler
yapilabilmektedir.

6. Yuzeyin kuguk olmasi nedeniyle elektrokimyasal degdismeye
ugrayan madde miktari gok az oldugundan tekrarlanabilirlilik yuksektir.

Dezavantajlari:

1. Civanin en buylk dezavantaji, anot olarak kullanildigi potansiyel
araliginin ¢ok dar olmasidir. DKE'a gore +0.4 V'dan daha pozitif potansiyel
degerlerinde metalik civa ¢ézinmektedir.

2. DCE’'nun baska bir 6nemli dezavantaji ise, klasik yodntemin
duyarlligini yaklasik 10° M’a sinirlayan faradaik olmayan artik akim veya

yukleme akimidir. Daha dugsuk derigsimlerde artik akim difUzyon akimini
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asabilir ki bu da difuzyon akiminin dogru 6lgimunu engeller. Bu sinirlama,
puls yontemlerinin gelistiriimesi ile blyuk ol¢glide asilimistir.

3. Civanin diger bir dezavantaji da toksik olugudur. Polarografide gok
saf civa kullanilmasi gerekir. Bu nedenle damitma ile temizlenmesi

esnasinda buharlasir. Civa buharlari ise ¢ok zararlidir.

Polarografik deneyler oksijensiz ortamlarda gergeklestiriimelidir.
CunkU batin g¢ozuculerde oksijen az veya ¢ok ¢ozunur. 25 °C’de suda
¢6zUnmus oksijenin derisimi 10 Mdr. Coézunmus oksijen molekuli DCE
Uzerinde indirgenir. Bu indirgenme iki basamakhdir. Birincisi -0.05 V’da
perokside indirgenmesi, ikincisi ise -0.9 V’'da gozlenen peroksidin suya
indirgenme tepkimesidir. Bu potansiyeller ortamin pH’si ile degisir. Asidik

ortam igin bu tepkimeler asagidaki gibidir.

O, + 2H30" + 26— H,O, + 2H,0
H,O, + 2H30" + 2e—» 4H,0

Bu tepkimelerin olusumu ile polarografide 0.0 ve -1.0 V arasi gibi bir
cok indirgenme tepkimesinin gozlendigi bolge kapatiimig olur. Bunu 6nlemek
icin deney oOncesinde ¢oOzeltiden N, veya argon gazi gibi bir inert gaz

gegirilerek ¢6zinmus oksijen ortamdan uzaklastirilir.

Tersinir elektrot tepkimelerinde polarogramin yukselen kisminda akim-
potansiyel iligkisi igin kullanilan gegerli esitlik (tepkime Urinu ¢ézunebilir veya

amalgam olusturabilirse), Nerst esitligidir ve bu esitlik asagida verilmigtir.
E=Eiz-(RT/nF).In[(i-iga/ (i - 1)] 2.2

E = Uygulanan potansiyel (volt)

E+» = Yari dalga potansiyeli (volt)

R = Gaz sabiti (8.315 joule mol™. K™)
T = Mutlak sicaklik (°K)

n = Aktarilan elektron sayisi
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F = Faraday sabiti (96500 coulomb)

i = Uygulanan potansiyeldeki akim (uA)
isa = Anodik sinir akimi (pA)

igk = Katodik sinir akimi (MA)

Bir maddenin elektroda gogu Ug¢ sekilde olabilir (40):

1. Konveksiyon (mekanik karistirma) ve isisal karistirma: Karistirma
veya elektrodun ylzeyinden gegen c¢ozeltinin akisi sonucunda mekanik
hareketi kapsamaktadir. Cozeltinin sabit hiz ve sicaklikta homojen olarak

karigtinimasidir.

2. Elektrostatik ¢cekim (iyonik gb¢): Uygulanan potansiyelin elektrotlari
yuklemesi sonucu, elektrotlarin ¢ozeltideki iyonlari elektrostatik kuvvet

uygulayarak ¢ekmesi veya itmesidir.

3. Difiizyon: Maddenin derisik oldugu bolgeden (ana ¢ozeltiden),

seyreltik oldugu bdlgeye (elektrot ylizeyine) hareketidir.

Analiz durgun bir ortamda vyapilirsa konveksiyon, sabit sicaklikta
yapilirsa isisal karisim énlenebilir. iyonik gdcli énlemek igin ise elektroaktif
maddenin aktarim sayisini azaltmak gerekir. Cozeltiye incelenecek madde
derigiminin en az yuz kat fazla ve esdeger iletkenligi yuksek olan bir tuz
¢cozeltisi eklenirse, elektroaktif maddenin aktarim sayisi sifira yaklasir (36).
Eklenen bu tuz ¢ozeltisine destek elektrolit adi verilir. Bunlar tuz, asit veya
bazlarin uygun ¢ozeltileri olabilir. Destek elektrolit eklenmesinin bir diger
yarari da ¢ozeltinin direncini dusurerek IR potansiyelini azaltmaktir.

Polarografide konveksiyon ve iyonik go¢ yok edilerek veya etkileri en

aza indirilerek maddenin elektrota difuzyonla ulagsmasi saglanir.

Polarografik Akimlar
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Sinir akiminin olusmasina neden olan olaylara gore polarografik

akimlar diftizyon, adsorpsiyon, kinetik ve katalitik kontrollG sinir akimi olmak

uzere gesitlere ayrilir (Tablo 2.2) (37) .

Tablo 2. 2. Sinir akimi ¢esitleri ve farkli parametreler ile degisimi

Ak Civa Derisi Sicaklik
Im sutun erisim Tampon pH katsayis|
(i) yuksekligi (C) bilesimi _
(h) (1/i) (di/dy)
Diflizyon (ig) K. h"? k.C Bagimsiz Bagimsiz % 1.6
Kinetik (ix) K. h° k.C Bagimli Bagimli % 5-20
Adsorpsiyon (i,) | K. h' Sinirh Bagimsiz Bagimsiz Degisken
Katalitik (ikata) Degisken | Sinirh Bagimli Bagimli -

*k = sabit bir terim

1. Difiizyon Kontrollii Sinir Akimi (31) :
Elektroliz, kansgtirlmayan durgun ortamda ve destek elektrolit
eklenerek yaplilirsa, konveksiyon ve iyonik go¢ onleneceginden akim yalniz
difuizyonla gelen madde miktarina bagh olur. DCE’ye uygulanan potansiyel,
polarogramin sinir akimi bolgesinde ise ve elektron aktarim hizi elektrot
elektroaktif

yukseltgeyecek kadar buyulk ise, akim elektrot ylzeyine difizyonla gelen

yluzeyine gelen maddeyi hemen indirgeyecek veya
madde miktari ile belirlenir. Bu durumda akim difuzyon kontrollUdur denir.
Sinir akimi bolgesinde potansiyel uygulanir uygulanmaz elektrot ylzeyindeki
iyon veya molekuller hemen elektrolizlenecedinden elektrot ylzeyine ¢ok
yakin bir bdlgede elektroaktif madde derisimi sifir olacaktir. Ana c¢ozelti

elektrot yUzeyindeki bu derisim farki ile madde elektrot yluzeyine dogru
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difizlenecektir.

Maddeler daha derisik olduklari bolgeden daha seyreltik olduklari
bolgeye Fick kanunlari ile difuzlenirler. Fick'in 1. kanuna gore birim ylzeye

difizlenen madde miktari asagidaki diferansiyel esitlikle ifade edilir.
q (x,t) =D [0 C(x,t) / ox ] 2.3

x = Elektrot yuzeyinden olan uzaklik

t = zaman
ve Fick’in 2. kanunu ise:

dC(xt)/dt= D [8°C(x,t)/ ox? 2.4

seklindedir. Elektrot yuzeyinde olusan akim, birim yuzeye gelen

madde miktari ile orantihdir. Akim asagidaki esitlikle ifade edilebilir:

i = nFA q (0,t) 2.5

q (0,t), elektrotun birim ylzeyine t aninda gelen madde miktaridir. Fick
kanunlari olarak ifade edilen diferansiyel denklemlerin genisleyen kuresel
elektrot icin ¢ozulip g degerinin yukaridaki esitlikte yerine konmasiyla

asagidaki esitlik elde edilir.

i=0.732nF (C-C -0) D" m* " 2.6

Bu esitlikteki terimlerin agiklamalari agagidaki gibidir.

i = Damla 6mra sonundaki akim (A)
n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti
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C = Ana c¢ozeltideki elektroaktif madde derisimi (mol/cm?®)

Cx=0) = Elektrot yuzeyindeki elektroaktif madde derigimi (mol/cm?®)
D = Difiizyon katsayisi (cm?s)

m = Civanin akis hizi (g/s)

t = Damlama suresi (damla/s)

Bu esitlik, polarogramin her bdlgesinde gecerlidir. Sinir akimi
bolgesinde elektron transfer tepkimesi ¢ok hizli olacagindan C = gy = O'dir.

Bu deger egitlikte yerine konursa asagidaki esitlik elde edilir.
ig= 0.732nFCD" m?® t'® 2.7

Bu esitlik, ilkovig esitligi olarak bilinir. Bu esitlikteki akim (iq)
damla omrunin sonundaki difuzyon kontrollu sinir akimdir. Damla omru (t)
sabit bir degere sahiptir. Damlanin olusmaya baglama ve kopma zamani

"6 ile orantiidir. Ortalama akim damla émri

arasinda akim artar. Bu artis
sonundaki maksimum akimin 6/7’si kadardir. ilkovi¢ esitligi ortalama akim

icin yazilirsa katsayi 0.627 olarak degisir.

iy= 0.627 nF CD"?> m?3 {'® 2.8

Bir polarografik deneyde civa sutun yuksekligi (h) sabit tutulursa
civanin akis hizi (m) ve damla émru (t) de sabit kalir. Deney sabit sicaklikta
yapilirsa difiizyon katsayisi da sabit olacagindan ilkovig esitligi asagidaki gibi
yazilabilir.

= kC 29

Bu esitlikte C ana c¢ozelti derisimi oldugu icin polarografi nicel
analizlerde kullanilabilmektedir. Yukarida verilen esitlik, koordinat sisteminin
sifir noktasindan gegen bir dogru denklemidir.

Polarografide kullanilan DCE ¢ok kuguk yuzeyli bir elektrottur. Bu tar
elektrotlara mikroelektrot adi verilir. Mikroelektrot Gzerinde ¢ok az miktarda

madde elektrokimyasal degisiklige ugradigi igin ayni ¢ozelti ile deney
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istenildigi kadar tekrarlanabilir.

2. Kinetik Kontrollii Sinir Akimi:

Elektron aktarim basamagindan oénce kimyasal tepkime sz
konusu ise ve elektroaktif A maddesi, elektroinaktif Y maddesinden
olusuyorsa asagidaki dengeler s6z konusudur.

K1
Y & A
k2

A+ne < B

Eger indirgenen madde (A) derisimi Y ile sinirli ise, olusan akim da Y
derigimi ile sinirhdir ve akim kinetik kontrollidur. Bu durumda difizyon ne
kadar hizli olursa olsun elektrot yuzeyindeki A derigimi, Y’nin derisimi ve Kk

(veya K denge sabiti) ile kontrol edilir.

Bu akim Y derisimi ile dogrusal olarak degisir ve ki ile ky'ye bagli
oldugu igin sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi faktorlerden ¢ok etkilenir.

3. Katalitik Kontrollii Akim:

Bazi durumlarda elektrokimyasal dedisiklige ugrayan B maddesi
ortamdaki elektroinaktif Z ile tepkimeye girerek yeniden A maddesini
olusturabilir. Katalitik mekanizma adi verilen bu mekanizma asagidaki gibi

yazilabilir.

K+
A+ne «< B

k2
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B+Z & A

B dranu Z ile tepkimeye girip A'y1 yeniden olusturur. Elektroaktif A
maddesi tekrar indirgeneceqi icin diftizyon kontrolli akimdan ¢ok daha blyuk

akim gdzlenecektir (37).

Katalitik akim ortam sartlarindan ¢ok etkilenir. CUnkl Z’ nin katalitik

etkisi ile k hiz sabitleri ortam sartlarindan ¢ok etkilenen iki parametredir.

Normal olarak tersinmez olan ve oldukga negatif potansiyellerde
g6zlenen hidrojen iyonunun indirgenme dalgasi bazi maddelerin katalitik
etkisi ile pozitif potansiyellere kaydirilir. Katalitik hidrojen dalgasi adi verilen
bu dalganin akimi, katalitik akim ile ayni ézellikleri gdsterir. Ornegin piridin
molekilleri H* ile birleserek piridinyum iyonuna doénislr. Piridinyum
iyonundaki proton, serbest protondan daha kolay indirgenir ve katalitik
hidrojen dalgasina yol agar. Elektrotta meydana gelen tepkime her ne kadar
piridinyum iyonunun indirgenmesi gibi gérinlyorsa da aslinda H* iyonunun
indirgenmesidir. Piridin sadece katalizor etkisi gostermektedir. Bu nedenle
olusan dalgaya katalitik hidrojen dalgasi adi verilmigtir. Akimin buyuklugu

piridin derigimine baghdir.

4. Adsorpsiyon Akimi:

Cozeltide bulunan maddeler elektrot yuzeyine adsorbe olunca hem
kapasitif akim, hem de faradaik akim etkilenir. Faradaik akiminin etkilenmesi
iki farkl sekilde olabilir (31):

a) Elektroaktif madde veya Urln adsorbe olabilir. Bdyle bir durumda
normal dalganin yaninda ikinci bir dalga gdzlenir. Adsorpsiyon dalgasi adi
verilen bu dalga reaktif ve Urlinin adsorplanmasina bagh olarak normal

dalgadan sirasiyla daha negatif veya daha pozitif potansiyelde gozlenebilir.
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Ayrica sinir akimi bolgesinde maksimum, minumum ve baska duzensizliklere

yol acabilir.

b) Cozeltilerde reaktif ve Grunun diginda bir maddenin adsorplanmasi
halinde dalgada kayma, bdlinme ve deformasyon gibi dizensizlikler

meydana gelebilir.

Adsorpsiyon akimi madde derisiminden bagimsizdir. Dusuk
derisimlerde elektrot ylzeyini kaplayacak kadar madde olmadigindan akim
difizyon kontrollidir. Belli bir derisimden sonra iki dalga go6zlenir.

Adsorpsiyon kontrolli akimlarda sicaklik arttikga akim azalir.

Faradaik ve Kapasitif (Yuk) Akimlar

Elektroliz, elektrot ylzeyindeki tepkimeleri igerir. Her bir tepkimenin
hizi ve dolayisiyla akim, kismen elektron tagima tepkimeleri, kismen de
¢cozeltinin elektrot yuzeyine tasima hizi ile kontrol edilir. Elektron tasima
hizinin, kitle tasima hizindan ¢ok az oldugu durumlarda ¢ozelti homojen bir
gérinimde olup ana c¢ozelti ile elektrot ylzeyindeki elektroaktif madde
derisimi aynidir. Elektron aktarim hizi, elektroaktif maddenin tipine,
derigimine, elektrotun tipine ve potansiyeline baghdir. Analizi istenilen
elektroaktif maddenin elektrot-elektrolit ara yuzeyinde, tasinan elektron
tarafindan olusturulan akima “faradaik akim” denir. Ortalama faradaik akim

ilkovig esitligi ile ifade edilebilir.

Elektrot yluzeyinde net bir faradaik akimin yani sira, faradaik olmayan
akimlar da bulunmaktadir. Elektrot yizeyine adsorbe olan maddenin elektrot-
elektrolit ara yuzeyindeki elektriksel ¢ift tabakanin kapasitansina etki etmesi
sonucu olusan akima “kapasitif akim” denir. Kapasitif akim, elektrot
potansiyeli veya elektrotun bUyukligunin degismesi sonucu olusur. Bir
damla suresince potansiyelde goérilen degisim ¢ok az oldugu igin
polarografide gorllen kapasitif akimin nedeni elektrot ylzey alanindaki

degismedir.
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ic = 0.00569 k (¢ - E) m¥*t"? 2.10

ic = Kapasitif akim
K = Cift tabakanin birim yUzey icin kapasitansi (sigast)
¢ = Sifir yuk potansiyeli (sifir yuk noktast)

E = Elektrot potansiyeli

m = Civanin akis hizi (mg/s)

t = Damlama suresi (damla/s)

Elektroanalitik yontemlerde, analizin duyarlihdini sinirlayan
kapasitif akim etkisinin en aza indirilmesi gerekir.

Voltametride duyarhiligi belirleyen artik akim oldugundan duyarlilik
artigi saglayabilmek amaciyla arttk akimi giderici degisik teknikler
gelistirilmigtir. Bunlardan biri puls seklindeki potansiyellerin kullanildigi
normal puls polarografisidir. Artik akim kapasitif ve faradayik olmak Uzere iki
bilesenden olusur. Bu akimlarin zamana bagh degisimleri farkhdir. Eger puls
seklindeki ani bir potansiyel galisma elektrotuna uygulanirsa devreden gegen
akim kapasitif ve faradaik akimlar Sekil 2.12’deki gibi zamana bagh degisim
gOsterir. Pulsun sonunda her bir akim tlrinin toplam akim igindeki payi
farkhdir. Bu andaki kapasitif bilesen hemen hemen sifir gibidir. Akim siddeti
puls dGmrunun sonunda olgulirse kapasitif akimdan arinmig hemen hemen
tumu faradaik olan akim elde edilmis olur. Bdylece dlg¢lilen akim kapasitif
bilesen icermediginden ayrica pulsun faradaik akima sagladigi artis nedeni
ile yontemin duyarhligi 10° - 107 M duzeyine c¢ikar. Sekil 2.9’da verilen
sistemin Rj3 giris direncine puls uretici bir kaynaktan pulslar uygulanirsa Rz
direncine uygulanmakta olan gizgisel taramali akima bu pulslar bindirilmis ve
calisma elektroduna uygulanmis olur. Pulslarin uygulanmasi ya sabit bir
dogru akim potansiyeline giderek artan genliklerdeki pulslarin uygulanmasi
ya da giderek artan tarama hizi 1-5 mV sn.” olan bir dogru akim
potansiyeline sabit genlikli pulslarin bindiriimesi seklinde olabilir. Bu tarzda
olusturulan sisteme normal puls polarografi, yonteme de normal puls

polarografisi denir. Bu ydntemde potansiyel tarama programi ve akim élgum
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bilgisayar sistemi ile kontrol edilir (39).

|\, akm Slcim
AN anl

Sekil 2. 13. Puls 6mrl icinde faradaik ve kapasitif akimlarin zamanla
degisimi (ir= faradaik akim, ix= kapasitif akim)

Polarografide pulslar genelde damlama zamaninin sonuna dogru
damlamanin dismesine yaklasik 60 msn. kala uygulanir. Akim dlgima ise
puls bitimine yakin yapilir. Puls dmra genellikle 5-10 msn. araliginda olup bir
pulstan digerine ge¢me zamani ise 4 sn.'ye varabilmektedir. AE puls
genligindeki degisim cogunlukla 2 mV olarak uygulanmaktadir. 2 -20 mV

araliginda herhangi bir deger tercih edilebilir.

24.3. Donusumlu Voltametri (CV) ve Dogrusal Taramali
Voltametri (LSV) (34,43)

Bu yéntemlerde kullanilan sistem polarografide oldugu gibidir. Tek fark
mikroelektrot ylUzeyinin sabit olmasidir. Normal polarografide, potansiyel
tarama hizi (v), damla émriine gére cok yavastir. Ornegin 5 mV/sn. tarama
hizinda damla suresi 1 sn. ise bir damla dmru esnasinda potansiyeldeki
degisme 5 mV kadardir. Tarama hizi bir damla émru igin 100-200 mV/s
civarinda tutulursa ve belli bir potansiyelden sonra ilk tarama yoninde

tarama yapilirsa bu voltametrik yontem déndisiimli voltametri (CV) adini alir.
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CV’de uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil 2.14a’da
gOsterilmigtir. Potansiyel taramasi E; ve E; arasinda yapilirsa yontem
dogrusal taramali voltametri (LSV) adini alir. Eger E, potansiyeline
ulagildiktan sonra ayni tarama yonune goére ters yonden tarama yapilirsa
yontemin adi dénudsumla voltametridir. Ters taramada potansiyel Eq'de

sonugclanabilecegi gibi farkli bir Ez potansiyeline de géturulebilir.

a0 i 4
o = “pk i)
E["'._." J '.:r:': | "',l
M e 'l l'u
i) IO - | )
4 s A |I ;
SN ’ | pi
; b / e
\ ] Y e T i
. == a
\.. ——— ; |
_ "'._I. I' "-.‘l |’!_1 a I
R, P o
UGF — = = == = Vol
@ V|
Mo - — _.':1 pu] I"n, g’
- - 2 Ve &
= ra

— Zaman, s

(&) (k)

Sekil 2. 14. CV'de a) Dongusel (Uggensel) potansiyel tarama profili

b) Elde edilen akim potansiyel egrileri

CV’de akim, potansiyele kargi grafige gegirildiginde elde edilen egriye
doénusumli voltamogram denir (Sekil 2.14.b).

Tarama hizi pratikte 100 mV/s'den birka¢ ylz V/s'ye kadar
degistirilebilir. Cok yUksek tarama hizlarinda (birka¢ bin V/s) ¢ift tabaka
yuklenmesi ve IR dusmesi problemleri ortaya c¢ikar. Ancak mikroelektrot
kullanildigi zaman bu tlr problemler en aza iner.

CV’de tarama hizlari degistirilerek pik akimlarinin tarama hizi ile
degismesinden akimin karakteri (adsorpsiyon, difuzyon) ve elektron aktarim
tepkimesinden ©Once veya sonra kimyasal tepkimelerin olup olmadigi
belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri tarama piklerinden tepkimenin mekanizmasi
hakkinda fikir edinebildigi gibi ileri taramadan kinetik veriler de bulunabilir. CV

verileri ile bir elektrot tepkimesinin tersinirlik testi yapilabilir.
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2.4.4. Kronoamperometri (CA)
Bir potansiyel basamak teknigi olan CA’de, calisma elektrotunun
potansiyeli ani olarak degistirilir ve durgun ortamda akim - zaman iligkisi

incelenir. Zamanin karekoku ile azalan bir akim olusur.

Bir elektrot ylzeyinde,

Ks
O+ne «— R

Ko

reaksiyonunun yUradagunu ve baslangicta c¢ozeltide yalniz O
maddesinin bulundugunu varsayalim. CA’de ¢Ozeltiye daldirilan c¢alisma
elektrotuna uygulanan potansiyel - zaman grafigi Sekil 11.9.a’da gosterildigi
gibidir. Once calisma elektrotuna herhangi bir indirgenmenin olmadigi E;
potansiyeli uygulanir. Sonra potansiyel ani olarak E;'ye degistirilir. E;
potansiyeli, indirgenme difizyon kontrolli olacak sekilde segilir. E»; diflizyon
sinir akiminin plato bolgesinden, Eq; elektroaktif maddenin indirgenmedigi ve

artik akimin oldugu herhangi bir potansiyel segilir.

El

Sekil 2. 15. CA'de a) calisma elektrotuna uygulanan potansiyel programi, b)

elde edilen akim-zaman egrisi
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E1 potansiyelinde reaksiyon olmaz, E, potansiyelinde ise akim
difizyon kontrolluddr. Sekil 2.15.b’de CA’de elde edilen akim-zaman edgrisi

goOrulmektedir.

E+ ve E; potansiyeli secilirken 6nce maddenin DC polarogrami veya
CV’si alinir. Akimin henlz gbézlenmedigi artik akim bdlgesindeki potansiyel
baglangic potansiyeli (E4) olarak secilir. Normal polarogramin plato
bdlgesinde veya CV’nin pik potansiyelinin daha 6tesinde bir potansiyelde E,
potansiyeli olarak alinir. E4 ve E» potansiyellerinin se¢imi Sekil 2.16'de
gosterilmigtir. Potansiyel E, degerinde belirli bir sure sabit tutulur. Bu
potansiyelde olusan akimin zamanla degisimi asagidaki Cottrell esitliginde
verildigi gibidir.
i= (n FAD"?ACo)/ (m'?t"?) 2.11
i = Akim (A)
n = Aktarilan elektron sayisi
F = Faraday sabiti (99.485 C/eq)
A = Elektrot alani (cm?)
D = Difiizyon katsayisi (cm?s)
Co = Maddenin konsantrasyonu (mol/cm?®)

t=zaman (s)

i(4) i(A)
@ am ®)

I

I

|
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Sekil 2. 16. CA'de E; ve E; potansiyellerinin se¢imi

a) DC polarogramindan, b) CV voltamogramindan
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Cottrell esitligine gore akim, t"?

ye gore grafige gecirildigi zaman
orijinden gegen bir dogru elde edilir. Bu grafik yardimiyla bir elektrot
reaksiyonunun difizyon kontrolli olup olmadigi test edildigi gibi elektroaktif
maddenin difizyon katsayisi ve aktarilan elektron sayisi da bulunabilir.
Ancak deneyin guvenilir olmasi icin zaman araliginin genis tutulmasi gerekir.
100-300 ms’lik zaman araligi bu deney icin yeterlidir. Pratikte 1 ms - 10 s

arasindaki zaman araliginda tarama yapilir.

2.4.5. Siyirma Voltametrisi

Siyirma yontemleri baslangi¢ basamagi yaygin ve karakteristik olan
¢cok sayidaki elektrokimyasal yontemi kapsar. Elektroanalitik yontemler iginde
en duyarli yontemdir. Batin bu iglemlerde, analit genellikle karistirilan bir
¢cozeltide once bir mikroelektrot Gzerine biriktirilir. Hassas bir sekilde Olgulen
bir slre sonunda, elektroliz ve karistirma durdurulur ve birikmis analit
voltametrik yontemlerden biri ile tayin edilir. Analizin bu ikinci basamaginda
analit mikroelektrot Uzerinden c¢ozulir veya siyrilir; bu nedenle bunlara
slyirma yontemleri denir. Anodik siyirma yéntemlerinde (ASV), mikroelektrot,
biriktirme basamagi sirasinda bir katot olarak; analitin ilk haline tekrar
yukseltgendigi siyirma basamaginda ise, anot olarak davranir. Katodik
siyirma yénteminde (KSV), mikroelektrot, biriktirme basamagi sirasinda bir
anot olarak; silyirma basamaginda da katot gibi davranir. Biriktirme
basamaginda, analit elektrokimyasal olarak bir dnderistiriime islemine ugrar;
yani mikroelektrot ylzeyindeki analit derisimi ¢dzeltideki derisiminden ¢ok
daha fazladir.

Siyirma yontemleri eser element tayininde onemli bir yer tutar, ¢lunku
elektrolizdeki dnderistirme basamagi sayesinde eser miktardaki bir element
tayin edilebilir. Bu yontemlerle 10 - 10" M arasinda analiz yapilabilir.

Elektrot ylzeyine herhangi bir sekilde biriktirlen maddenin analizi igin
slyirma analiz yontemi kullanilabilir. Yontem iki ayri bolimden olusmaktadir.
ilk adimda analiz ¢dzeltisi icindeki organik maddelerin calisma elektrotu
Uzerine elektrokimyasal yolla veya adsorbe edilerek birikmesi saglanir.

Analizi yapilacak maddenin ¢ozeltiden indirgenmesi ya da ylkseltgenmesi
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sonucu biriktirilir (elektrokimyasal yol) veya ¢odzeltide bulunan madde sabit
potansiyelde herhangi bir kimyasal degisiklige ugratlmadan dogrudan
dogruya elektrot yuzeyine fiziksel adsorpsiyonla biriktirilir (Adsorptif Siyirma
Voltametrisi (AdSV)). ikinci adim olan siyirma adiminda ise elektrot (izerinde
biriktirilmis olan organik madde voltametrik yontemlerden biri ile siyrilir.
Siyirma adiminda sinds dalga, puls, diferansiyel puls veya kare dalga gibi
potansiyel-zaman dalga sekilleri kullaniimaktadir (31,32,44).

Elektrot Gzerine biriken maddelerin miktari, maddelerin ve ¢ozeltinin
Ozelligine, elektrot materyaline ve boyutuna, potansiyele, zamana, pH’ya,
iyonik guce, maddenin elektroda tasinmasina, sicakhga, biriktirme suresi ve
cozeltinin karistirlma hizi gibi faktérlere baglidir. Adsorpsiyon katsayisi 10°
cm’den buylk olan maddeler igin AdSV yontemi kullanilir. Maksimum
biriktirme igin en uygun kosullar pik bayUkligu denenerek saptanir. Maddenin
elektrot Uzerine adsorbe edilerek biriktiriimesi adiminda, elektrot potansiyeli,
analizi yapilacak organik maddenin indirgenme potansiyelinden daha pozitif
potansiyelde belli bir sure sabit tutulur. Bu sire boyunca analiz edilecek
organik maddeler elektrot yuzeyine adsorbe olarak birikir. Bu slire boyunca
¢ozelti karistirihr. Elektrot alani klguk ve biriktirme suresi kisa oldugu igin
elektrot yluzeyine adsorbe edilerek biriktirme adiminda akimin degismedigi
varsayilir. Biriken organik maddelerin elektrot yuzeyine ulasma hizlari,
organik maddelerin derisimine, elektrot ¢ozeltisinin diftizyon 6zelliklerine ve
kullanilan elektrotun alanina bagl olarak degisir. Tekrarlanabilir, dogru
sonuglar alabilmek icin organik maddelerin elektrot ylzeyine adsorbe olarak
biriktiriimelerinde sartlar (elektrot yuzeyi, alani, karistirma hizi, biriktirme
suresi ve sicaklik) analiz boyunca degismeyip ayni kalmahdir (31,43,45,46).

Biriktirme adimindan sonra karistirma durdurularak bir sure ¢dzeltinin
durulmasi beklenir. Siyirma adiminda elektrot potansiyeli duzgun degigirken
elektrotta adsorbe olarak birikmis organik maddeler tepkime potansiyellerine
ulastiklarindan akim olustururlar, siyirma akimi elektrot potansiyelinin
fonksiyonu olarak okunmaktadir. Bu akim organik maddenin elektrottaki ve
¢cozeltideki derisimi ile dogru orantilidir. AdSV ile analizde, maddeyi elektrot

yuzeyine adsorbe ederek biriktirme, dinlenme ve siyirma adimlari izlenir.
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Siyirma adiminda indirgenme, yukseltgenme veya desorpsiyon olusmasi s6z
konusudur (Sekil 2.17).

Biriktirme basamagi

Potansivel |

- Siyirma basamagt

Zaman

Sekil 2. 17. Siyirma tekniklerinde potansiyel-zaman profili

Biriktirme basamagi sirasinda ¢ozeltiyi karistirmak, analiz edilecek
maddenin elektrot ylizeyine ulasma hizini artirir. Ancak karigtirmanin kontrol
edilen bir hizda olmasi gerekir. Cozeltide ve elektrot ylzeyinde tepkimeler
tersinir oldugundan elektrot ylUzeyinde biriktirilen maddenin siyirma
isleminden sonra tekrar ¢ozeltiye gecmesi gerekir. Bu ise karistirma hizi ve
biriktirme suresi ile dogrudan orantilidir. Karistirma, ¢ok yavas olursa daha
az madde birikir ve Urinudn geri kazanilma verimi artar. Ancak bu durum
duyarhihigin azalmasina ve daha uzun bir zaman harcanmasina yol acar.
Siyirma voltametrisinde bazen ¢oOzeltiyi hi¢ karigtirmadan, yalniz difGzyonla
madde gog¢u saglanarak ta biriktirme yapilabilir. Cok hizli bir karistirma geri
kazanma verimini dusurebilir. Ayrica karigtirma isleminin homojenligini bozar,
¢ozeltinin  sacgilmasina neden olabilir. Karigtirma, ¢ozeltide bosluk
olusturmayacak ve asili duran civa elektrotunu yerinden oynatmayacak
bicimde sabit hizda tutulmalidir. Biriktirme basamaginda karigtirma hizinin ve
suresinin ayarlanmasi hem maddenin geri kazanilmasi hem de duyarlilikla
ilgili parametreler oldugundan bu iki parametrenin optimum degerlerinin
belirlenmesi gerekir. Elektrot yuzey alaninin buyutilmesi de akimi dolayisiyla
duyarhh@i da artiracaktir (31,46).

Biriktirme suresinin belirlenmesi de siyirma voltametrisinde en énemli
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parametrelerden biridir. Analizin duyarlihd biriktirme suresi ile dogru
orantilidir. Teorik olarak, elektrot ylizeyinde ne kadar ¢ok madde biriktirilirse
duyarliik da o kadar yuksektir. Cozeltideki maddenin tamaminin elektrot
yuzeyine toplanmasi durumunda maksimum duyarlilik elde edilir. Ancak uzun
sure madde biriktirilmesinin sakincalari da olabilir. Elektrot ylzeyinde ¢ok
madde birikmesi sonra maddenin geri kazanilmasina engel olabilir. Uzun
bekleme sonucunda elektrot ylzeyine istenmeyen tepkimelerin meydana
gelmesine neden olabilir. Ur(in kararsiz olabilir ve elektroinaktif bir hale
donusebilir.

Biriktirme esnasinda elektrota uygulanan potansiyel, pik yuksekligini
etkiler. Bunun igin normal siyirma voltametrisi ile analizi yapilacak maddenin
yarl dalga potansiyelinden birka¢ ylz milivolt daha yuksek potansiyelin
uygulanmasi gerekir. CUnkli normal siyirma voltametrisinde maddeler
elektrot ylzeyine bir kimyasal tepkime ile biriktirilirler. AdSV'de ise
uygulanacak potansiyelin herhangi bir kimyasal tepkimeye yol agmayacak
degerde tutulmasi gerekir. Bu nedenle AdSV’de bu potansiyel artik akim
bdlgesinden secilmelidir.

Siyirma voltametrisinde karisimdaki maddelerin ayni anda analizi
mumkundur. Biriktirme potansiyeli 6zellikle karigim analizlerinde onemlidir.
Birka¢ tane metal iyonu igeren bir ¢Ozeltiden biriktirme yapilirken siyirma
esnasinda tayin edilecek maddenin pikini kapatacak maddenin
biriktiriimesinin engellenmesi gerekir. Girisim yapabilecek bilesenler bilinmeli
ve biriktirme potansiyeli buna gore secilmelidir. Cok sayida maddenin
bulundugu bir ¢ozeltide ne kadar negatif bir biriktirme potansiyeli uygulanirsa
girisim yapma ihtimali de o kadar artirilmis olur.

Siyirma voltametrisi ydontemlerinde damlayan civa elektrot kullaniimaz.
Cunku civayla amalgam halindeki metal drin damla kopmasi ile ¢ozeltiye
geri taginmis olur. Bunun igin siyirma yontemlerinde asili duran civa damlasi
veya bir kati elektrot kullanilir.

AdSV yonteminde, asili duran civa elektrotu (ADCE) en ¢ok kullanilan
calisma elektrotudur. Ayrica camsi karbon, mum emdirilmis grafit ve platin

gibi kati elektrotlarda kullaniimaktadir.
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Civa film elektrotu (CFE) ylzey alan/hacim orani buylk ve ylksek
duyarhilikta bir elektrottur. Ayni zamanda civa filminden ylzeye dogru
difuzyon ¢ok hizi oldugundan iyi bir ayinm saglar. Civa filmine destek olarak
en ¢ok karbon elektrotlar kullanilir.

Bir maddenin siyirma voltametrisi ile analiz edilebilmesi i¢in asagidaki
Ozellikleri tagimasi gerekir:

1. Biriktirme basamaginda drunin civa elektrotta eger ¢oziunurse
¢cozeltiye geri difuzlenir.

2. Cozinmeyen bir Urlin olusuyorsa c¢ok fazla seyrelmelerde bile
¢ozinmemelidir. Ama yuksek direngli bir tabaka olusturmamalidir.

3. Biriken madde tekrar oksitlenme kabiliyetinde olmalidir. Boylece bir
siyirma piki olugabilir. Yani elektrot tepkimesinin tersinir olmasi gerekir.

4. Biriktirilen maddenin kararli olmasi ve ¢dozelti tarafindan tutulmasi
gereklidir.

AdSV voltametrisi yontemi ve ASV yonemi ile DP ozelliklerinin bir
araya geldigi diferansiyel puls anodik siyirma voltametrisi (DPASV) ve
diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi (DPAdSV), biriktirme
yapildiktan sonra siyirma adiminda diferansiyel puls sinyali kullanilir (46,47).

Diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametrisi (DPAdSV) yonteminde
sinyal kolaylikla yorumlanabilecek “Gauss Egrisi” seklinde piklerden

olusmaktadir.

2.4.6. Kare Dalga Voltametrisi (SWV-OSWV)

SWV, ilk defa 1930 yilinda Kemula tarafindan adsorpsiyon olaylarinin
incelenmesi i¢in dugunulmus, ancak analitik kullanimi 1952 yilinda Fujinaga
ve arkadaslari tarafindan fark edilmigtir. Kare dalga voltametrisine hem teorik
hem de cihaz gelistirimesi bakimindan en buyuk katki Barker tarafindan
yapilmistir.

SWV’de sabit elektrotlarda teorik ve uygulama bakimindan geligimi
1985 yilinda Osteryoung tarafindan gergeklestirilmistir (OSWV).

Sekil 2.9'da ki R, direncine merdiven basamaklari seklinde dogru

potansiyel (Sekil 2.18 a), R1 direncine de kare dalga seklindeki degisken bir
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potansiyel (Sekil 2.18 b) ylklenirse sisteme, bu gerilimlerin toplami olan Sekil
2.18. ¢ deki kare dalga uygulanmig olur. Bu tarzda olusan sistemle
gerceklestirilen elektrometrik yonteme kare dalga voltametrisi denir.
Uygulanan potansiyel sekil olarak pulslara benziyor olsa da bu yontem bir
puls teknidi degildir. Sinusoidal akim gibi degisken bir akim olup zamanla
degisimi kare seklindedir. Akim potansiyel egrileri pik seklindedir (Sekil 2.19).

Pik potansiyeli tersinir tepkimelerde E4, degerine esittir. Pik akiminin
bayukligude derisimle orantilidir ve

lpb=[NFD"C/(tm)"?] x w (AEs, AEyg) 2.12
esitligi ile verilir. W birimsiz basamak ve kare dalga genligine bagli olan bir

fonksiyondur.

i = Akim (A)

W= Birimsiz sabit (AEs, AExgy = Basamakli ve kare dalga
potansiyel genligi)

F = Faraday sabiti (99.485 C/eq)

D = Difiizyon katsayisi (cm?s)

C = Maddenin konsantrasyonu (mol/cm?® )

t=zaman (s)

Kare dalga voltametrisinde, Sekil 2.18.b’deki pulsun Sekil 2.18.a’daki
basamak sinyali Uzerine bindiriimesiyle elde edilen uyarma sinyali Sekil
2.18.c'de gorulmektedir. Dalga sekli, simetrik kare dalgalardan olusan
merdiven gortunusiundedir.

Bir kare dalganin tamamlanma suresi (her basamagin boyu) periyod
adini alir ve 1 ile gosterilir. Yaklasik 5 ms civarindadir. Birbirini takip eden
kare dalgalar arasindaki yUkseklik farkina adim yliksekligi (sinyalin potansiyel
basamagi) denir ve AEs ile gosterilir. Genelde AEs 10 m\V’dur. Her bir
dalganin alt ve ust noktalari arasindaki farkin yarisi kare dalga yliksekligi
olarak bilinir ve Esw seklinde gosterilir. Pulsun bayUkligu 2 Esw ise, genelde

50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda c¢alistinlmasi 200 Hz’' lik puls
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frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1 V’ luk bir tarama 0.5 s’de yapilir.

Cogu zaman 1 yerine 1/ T’a esit olan frekans kullanilir ve file gosterilir.

- |
2 Tt
g |
g |
& _
I [AE,
Zaman
(€))
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2 E,,
g .
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o
'4-— T --—>|
Zaman
(b)
1
5| 1
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5| _Jd
° —__y__ 2
a
-— — Ai=i| —ip
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Sekil 2. 18. Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu.

Sekil 2. 18. a'daki uyarma sinyali, b’deki puls taramasi ile c’deki kare
dalga uyarma sinyalini verecek sekilde toplanmaktadir. Akim cevabi A, 1

potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akim g¢ikarilarak bulunur.
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Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun boyutu, ileri tarama
sirasinda olusan drtnun, geri tarama sirasinda ylkseltgenmesini saglamaya
yetecek kadar buyuktar. OSWV’de akim Olgumleri ileri ve geri pulslarin
sonuna dogru ts kadar bir zaman araliginda yapilir. ileri puls igin élgiilen akim
i1, geri puls icin olgulen akim i, olmak Uzere her bir kare dalganin net akimi
Ai = iy - io’ye esittir ve ileri fark akimi olarak adlandinilir (Sekil 2.19). Genelde
voltamogramlari elde etmek igin bu akimlarin farki (Ai) grafige gegirilir. Bu
fark derisimle dogru orantilidir, pik potansiyeli de polarografik yari dalga
potansiyeline karsilik gelir. Olgim son derece hizli yapildigindan birkag
voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini artirmak
mimkindir. Kare dalga voltametrisinin tayin simirlart 107 - 10 M

arasindadir.

Akim, pA

_s 1 1 | | | !
200 100 0  —100 -200 -300 —-400 -500

n(E— El/z), mV

Sekil 2. 19. OSWV’de tersinir bir tepkime i¢in net akim

OSWV’de deneysel parametreler belirli araliklarda segilir. Frekansin
artmasi ile veya buna bagli olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik
akimi ve dolayisiyla duyarhligr artar. 1000 Hz’'den daha ylUksek frekansla

yapilan galismalar ¢ok blyuk dikkat ve hassasiyet gerektirir. 200 Hz duyarlilik
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ve kararlilk acgisindan analitik amagl calismalar icin problemsiz bir frekans
olarak gozlenmigtir. Sonug olarak frekans genellikle 10 < f < 1000 Hz veya
periyod 1 < 1 £ 100 ms araliginda secilir. Adim yuksekligi ise aktarilan
elektron sayisina (n) bagli olarak AEs = 10/n mV egitliginden segilir.
OSWV’de tarama hizi, frekans ve periyod ile adim yuksekligine bagh olarak
belirlenir ve etkin tarama hizi (ETH) olarak adlandiriir. ETH asagidaki

esitlikle belirlenir.

ETH=7x AEs=1/1x AEs 2.13

AE kadar bir potansiyel araliginda tarama yapmak i¢cin sadece 17 (AE /
AE;) kadar bir zaman gereklidir. Uygun frekanslarin segimi ile deney sureleri
cok azaltilabilir. Ornegin n=1 iken AEs = 10 mV ve f= 200 Hz (r = 1/200) ise
ETH = 2 V/s'dir. 500 mV’luk (AEs) bir potansiyel araligini tarayabilmek igin
gerekli olan sure sadece 0.25 s’dir. Bundan dolayi SWV hizl taramali teknik
olarak tanimlanir.

Oksijenin indirgenmesi tamamiyla tersinmez oldugu igin kare dalga
sekli bu indirgenmeye cevap vermez. Bundan dolayi analiz ¢dzeltiden oksijen

uzaklastiriimadan yapilabilir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Geregler

3.1.1. Cihazlar
e Voltametrik Analiz Cihazi
o UV Spektrofotometre
e pH metre
e pH metre Kombine Elektrot
e Hassas Terazi
e Terazi
e Ultrasonik Banyo
e Vorteks karistirici
e Santrifuj
e Otomatik mikropipet

e FEtlv

3.1.2. Kimyasal Maddeler
e Rosuvastatin kalsiyum
e Sodyum asetat
o Glasiyel asetik asit
e Borik asit
e Sodyum hidroksit
e Hidroklorik asit
e Fosforik asit
o Nitrik asit
e Etanol
e Metanol
e Aseton
e Potasyum dihidrojen fosfat
e Disodyum hidrojen fosfat

e Tetrametilamonyum klorur
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(BAS 100 B/W)

(Agilent 8453)

(Metler Toledo MA 235)

(Orion)

(Mettler Toledo AG 285)
(Shimadzu Libror EB-330 H)
(Bandelin, Sonorex, RK 514 BH)
(Ntve, NM 110)

(Nuve, NF 1215)

(Biohit 10-100 ul ve 100-1000 )
(Nuve, FN 400)

(C22H28FN306S, Dr. Reddy’s Lab.)
(CH3COONa, Merck)
(Glacial CH3COOH)
(H3BO4, Merck)

(NaOH, Merck)

(HCI, Merck)

(H3zPOj4, Merck)

(HNOs3, Merck)
(C2Hs0OH, Merck)
(CH3OH, Merck)
(CH3COCHS3, Merck)
(KH2PO4, Merck)
(NazHPQO4.2H,0, Merck)
((CH3)4NCI, BDH)



Tetrametilamonyum iyodur
Tetrametilamonyum bromur
Tetraetilamonyum iyodur
Potasyum klorar

Civa

Azot gazi

Mili-Q su
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((CH3)4NI, Sigma)
((CH3)4NBr, BDH)
((C2Hs)sNI, BDH)

(KCI, Merck)

(Hg, BDH, Analar)

(N2, Habas)

(Butun analizlerde bu su

kullaniimistir)

3.1.3. Cam Malzemeler ve Diger Sarf Malzemeleri

Cam pipet
Balon joje
Beher
Santriftj Tapu
Havan
Enjektor

Vial
Eppendorf tup
Spatul

(1-10 mL’lik, Pyreks)
(5-1000 mL’lik, Pyreks)
(Cesitli hacimlerde, Pyreks)
(Borasilikat cam)

(Cam)

(50 pL, Hamilton)

(Cam)

(Plastik)

(Metal)

3.1.4. Analizi Yapilan Farmasotik Preparatlar

Bu calismada kullanilan Crestor® Tablet Astra Zeneca A.S.’den temin

edilmistir.
3.2. Deneyler igin Gerekli Hazirliklar

3.2.1. Etkin Maddelerin Safligi
Rosuvastatinin safligi, erime noktasi tayini, IR ve UV spektrumu
alinarak Ek 5’da sunulan sertifika ve kaynaklarda verilen degerlerle ile kontrol
edilmigtir (Sertifika no: ADBK0018).
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3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltilerin  hazirlanmasinda kullanilan su, Milli-Q su saflastirma
cihazindan elde edilen, 0.45 pm filtreden gegmis saf sudur. Suyun saflik
kontrolu cihazdaki entegre iletkenlik kontrolu ile yapilmaktadir.

Stok Rosuvastatin Kalsiyum Cézeltisi (1000 ng mL™”): 25 mg standart
rosuvastatin kalsiyum tartilip 10 mL metanol ile ¢dézdikten sonra yine ayni
¢Ozlcl ile 25 mL'ye tamamlanmig ve +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
Standart rosuvastatin ¢ozeltileri, bu stok ¢ozeltinin istenen derisime

voltametrik yontemler igin destek elektolit ile seyreltilerek hazirlanmistir.

0.1 F HCI Cozeltisi: Balon joje igerisine bir miktar su konulduktan
sonra uzerine 8.44 mL derigsik % 37.5'lik HCI ¢gozeltisi eklenmis ve su ile bir

litreye tamamlanmistir.

1 F NaOH Cézeltisi: 40.0 g NaOH tartilarak su ile ¢ozdukten sonra
hacim bir litreye tamamlanmigtir. Daha seyreltik NaOH ¢ozeltileri 1 M NaOH

¢Ozeltisinin seyreltiimesi ile hazirlanmigtir.

0.2 F NaHPO4 Cozeltisi: 35.6 g NayHPO4.2H,O tartilip su ile

¢cozdukten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.05 F (CH3)4NBr Coézeltisi: 7.70 g tetrametilamonyumbromdar tartilip

su ile ¢ozdukten sonra hacim bir litreye tamamlanmigtir.

0.05 F (CH3)4NCI Cézeltisi: 5.48 g tetrametilamonyumklorir tartilip su

ile ¢ozdukten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.01 F Asetat Tamponu: 0.205 g NaAc tartilip su ile ¢ozdukten sonra
hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

2 F HNO3 Cozeltisi: Balon joje igine bir miktar su konulduktan sonra
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uzerine 138.9 mL derisik HNO3 c¢dzeltisi eklenmis ve su ile bir litreye

tamamlanmistir.

0.05 F (CH3)4NI Cézeltisi: 10.06 g tetrametilamonyumiyodur tartilip su

ile ¢ozdukten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.05 F (CoHs)4NI Cézeltisi: 12.86 g tetraetilamonyumiyodur tartilip su

ile ¢ozdukten sonra hacim bir litreye tamamlanmistir.

0.5 F KCI Cozeltisi: 37.28 g KCI tartilip su ile ¢ozdukten sonra hacim

bir litreye tamamlanmigtir.

Borat Tamponu: 12.4 g borik asit, 100 mL 1 M NaOH c¢ozeltisinde
¢6zdikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve 0.1 M HCI veya 0.1 M

NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmistir.

Mcllvaine Sitrat Tamponu: 21.0 g sitrik asit, 200 mL 1.0 M NaOH
¢cozeltisinde ¢ozdikten sonra su ile bir litreye tamamlanmis ve 0.2 M

NayHPO4 ¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH’ya ayarlanmistir.

Britton Robinson Tamponu (BR): 2.47 g borik asit, 2.7 mL fosforik asit
ve 2.3 mL glasiyel asetik asit karigtirilip su ile ¢éztindukten sonra bir litreye
tamamlanmis ve 0.1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilarak istenilen pH'ya

ayarlanmigtir.

Fosfat Tamponu: 9.08 g KH2PO4 ve 11.87 g NasHPO4.2H,0 ayri ayri
tartilip su ile ¢6zdikten sonra su ile bir litreye tamamlanmig ve uygun

miktarlarda karigtirilarak istenilen pH’ya ayarlanmistir.
3.2.3. Farmasotik Preparatlarin Analize Hazirlanmasi

10 adet tablet tartiip bir havanda toz haline getiriimistir. iyice

karigtinildiktan sonra bir tablete esdeger miktarda tartilan toz, 50 mL’lik balon
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jojeye alinarak 25 mL metanol eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dk.
bekletilerek ¢dzlinmesi saglanarak hacim metanol ile 50 mLl’ye
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden belli bir miktar tipe alinip santriflj edilmistir.
Santrifugat ayr bir balona alindiktan sonra stok tablet ¢Ozeltisi olarak

kullaniimistir.
3.2.4. Sentetik Preparatlarin Hazirlanmasi

10 adet tablet agirligi kadar mikrokristalin sellloz, laktoz, tribazik
kalsiyum fosfat, krospovidon, magnezyum stearat, hipromeloz, triasetin,
titanyum dioksit sari ve kirmizi demir oksitten belirli miktarlarda tartilip, bu
karisima 100 mg rosuvastatin (bir tablet 10 mg rosuvastatin icermektedir)
eklenerek sentetik tablet olusturulmustur. Bir tablete esdeder miktarda
tartilan toz, 50 mL’lik balon jojeye alinarak 25 mL metanol eklenmis ve
ultrasonik banyoda 15 dk. bekletilerek ¢ézliinmesi saglandiktan sonra hacim
metanol ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden belli bir miktar tlpe

alinarak santrifuj edilmistir.
3.2.5. Malzemelerin Temizligi

3.2.5.1. Cam Malzemelerin Temizlenmesi

Kullanilan cam malzemeler ¢esme suyu, deterjanl su ile yikandiktan
sonra gesme suyu ile durulanmigtir. Daha sonra 2 F HNOj3 ¢ozeltisi iginde en
az bir gece bekletiimis ve tekrar distile su ile yikanarak oda sicaklhginda

kurutulmustur.

3.2.5.2. Civanin Temizlenmesi

Civa icerisindeki kirliliklerin elektrot tepkimesini engellemesi ve
hidrojen asiri gerilimini azaltmasi gibi sakincalari oldugundan temizlenmesi
gereklidir. Bu nedenle civa alt tarafinda igne deligi bulunan ve huniye
yerlestiriimis olan Whatman 41 nicel slizge¢ kagidi igerisinden temiz bir
erlene gecirilerek, Uzerindeki kaba kirler uzaklastinimigtir. Daha sonra
ylkama sisesine aktarilan civa Uzerine once su, daha sonra 2 F HNO3

¢cozeltisi konulup, ikiser gun araliksiz emdirilen hava akimi ile ¢alkalanmistir.
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Buradan alinan civa mikron ¢apinda delikleri bulunan kuguk bir platin elek ve
bir metre uzunlugunda 4 cm g¢apinda boru igerisinden gegirilmistir. Cam boru
icine once 2 F HNO3, daha sonra su konulmustur. Civa cam borunun Ustine
yerlestirilen elekten ¢ok kugUk pargalara ayrilarak geger. Cam boruda
ilerlerken bu klgUk civa pargalarinin ylzeyi 6nce asit, sonra su ile
temizlenmistir. Civa, borunun altindaki musluktan, igne deligi bulunan ve
huniye yerlestiriimis olan sizge¢ kagidina ve oradan da temiz bir erlene
alinmigtir.

Civanin yeterince temizlenip temizlenmedigini anlamak igin civa
siddetle calkalanip birakilir ve calkalama ile olusan kabarciklarin 10-15 s
kararli kalmasi gerekir. Civanin, temizliginin baglangicindan bu asamaya
kadar hava ile temas ederek buharlasmasini ve oksit tabakasi olusturmasini
Onlemek igin ylzeyinin su ile kapli olmasina dikkat edilmistir. Temizlenen
civa, su ile iyice yikanip icerisinde asit kalmamasi saglandiktan sonra, nicel
huniye yerlestirilen ve dibinde igne deligi bulunan suzgec¢ kagidindan bes kez
gegirilerek kurutulmustur. Temiz ve Kkuru civanin Uzerinden azot gazi
gegirilerek oksijeni uzaklastirimis ve teflon kaplarda adzi kapali olarak

saklanmistir (48) .

3.2.5.3. Elektrokimyasal Hiicrenin Temizlenmesi

Elektrokimyasal hicre de cam malzemeler gibi temizlenmistir.
Analizler sirasinda ise hucrede sirasiyla distile su, asetonitril:su (2:1, h/h) ve
distile su ile yikamalar yapiimigtir.

3.254. Azot Gazi

Polarografik deneylerde hucre igindeki ¢ozinmus oksijenin damlayan
civa Uuzerinde indirgeneceginden ortamdaki oksijenin uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Bu nedenle hlcreye ince, uzun, kuglk bir teflon boru
daldirihp hicreden azot gazi gegirilmistir. Nicel analizlerde hucre igerisindeki
¢Ozeltinin buharlagmasini dnlemek igin azot gazinin hicreye gelmeden 6nce
icerisinde destek elektrolit ¢ozeltisi bulunan yikama sisesinden gegirilerek

nemlenmesi saglanmistir. Deney suresince de ¢ozelti Uzerinden surekli azot
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gazi gegirilerek oksijenin yeniden ¢ozelti icerisinde ¢dzlinmesi engellenmigtir.

3.3. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi
3.3.1. Voltametrik Yontemler

3.3.1.1. Elektrokimyasal Hiicre Diizenegi

Voltametrik galismalar BAS model 100B/W Model cihaz ile yapilmistir.
Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot, calisma elektrodu olarak,
damlayan civa elektrodu (DCE) veya asili duran civa elektrodu (HMDE),

kargit elektrot olarak platin elektrot kullaniimigtir.

3.3.1.2. Deneyin Yapilisi

Destek elektrolit olarak segilen pH 5.00 asetat tamponundan 2 mL
alinarak elektrokimyasal hucreye konulmus ve 12 dk. slre ile azot gazi
gegcirilmigtir. Bu sure sonunda azot gazi ¢ozelti Uzerine gdnderilmistir. Kare
dalga voltametrisi (OSWV) yontemi igcin 1000 mV’luk potansiyel uygulanarak
destek elektrolitin voltamogrami alinmigtir. Hicreye mikropipet yardimiyla pL
dizeyinde standart rosuvastatin kalsiyum g¢ozeltilerinden eklenerek destek

elektrolitte oldugu gibi OSWV voltamogramlari alinmistir.

3.3.1.3. Geligtirilen Yontemin Optimizasyonu

Rosuvastatin kalsiyumun voltametrik ydntemlerle analizi i¢cin Kare
Dalga Voltametrisi (OSWV) yontemi uygulanmigstir. Bu ydntemlerde deneysel
ve cihaza ait parametreler degistirilerek uygun sartlar arastinimistir. Bu
amagla ilk dnce uygun tampon tipi, pH’s1 ve derisimi denenmistir. Cihaza ait
optimum parametreler arastiriirken, OSWV ydénteminde, frekans, adim
yuksekligi ve puls genligi degistiriimistir. Bu cihaza ait parametrelerin
denenmesinde rosuvastatin kalsiyum derigimi, OSWV yontemi i¢in 2.91 g

mL" olarak alinmustir.

3.3.1.4. Donisumliu Voltametri (CV) Deneyleri

Bu yontemde calisma elektrotu olarak asili duran civa elektrotu,
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referans elektrot olarak Ag/AgCl, karsit elektrot olarak platin tel kullaniimigtir.
Elektrokimyasal hicreye 3 mL pH 5 asetat tamponu konup ¢ozeltiden 15 dk.
azot gazi gegirilmigtir. Bu surenin sonunda azot gazi ¢Ozeltinin Uzerine
gonderilmeye baslanmistir. 10 - 1000 mV/s tarama hizlarinda 10.00 ug mL"
derisiminde rosuvastatin ¢dzeltisinin dontsumli voltamogramlari alinmistir.
Her tarama o6ncesinde civa damlasi yenilenmistir. Cizilen pik akimilarinin
logaritmasina kargi tarama hizlarinin logaritmasi grafige gecirilerek akimin

karakteri bulunmustur.

3.3.1.5. Kronoamperometri Deneyleri

Bu yontemde calisma elektrotu olarak asili duran civa elektrotu,
referans elektrotu Ag/AgQCI, karsit elektrot olarak platin tel kullaniimigtir.
Elektrokimyasal hiicreye 3 mL pH 5 asetat tamponu ve 9.91 pg mL™
derisimde rosuvastatin kalsiyum konup ¢Ozeltiden 15 dk. azot gazi
gecirilmistir. Bu siUrenin sonunda azot gazi ¢ozeltinin Uzerine gonderilmeye
baglanmigtir.  1000-1350 mV’luk potansiyel arahginda rosuvastatin
kalsiyumun  kronoamperometrik  voltamogramlari  cizilmigtir.  Cottrell

esitliginden faydalanilarak diflzyon katsayisi bulunmustur.

3.3.2. Geligtirilen Yontemin Validasyonu (49-55)

Yoéntem validasyonu igin kararllik, dogrusallik, duyarlilik, kesinlik,
dogruluk, saglamlik, tutarllik, yontem ve cihaz tekrarlanabilirligi, 6zgunlik ve
geri kazanim parametreleri degerlendirilmistir.

Rosuvastatin kalsiyumun metanoldeki ¢ozeltisindeki (1000 pug mL™)
kararlihgini belirlemek amaciyla oda sicakliginda ve buzdolabinda saklanan
rosuvastatin kalsiyum c¢ozeltilerinden hazirlanan 10.00 ug mL"lik standart
rosuvastatin ¢ozeltileri ile taze hazirlanan c¢ozeltiler iki ay boyunca

karsilastiriimistir.

Dogrusallik

OSWYV yonteminin dogrusallik araligini saptamak igin 0.15 - 10.15 ug

mL™, araliginda olacak sekilde belirli derisimde standart rosuvastatin
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kalsiyum cdzeltsinden artan hacimlerde eklenerek hazirlanmistir. icinde
destek elektrolit bulunan elektrokimyasal hicreye artan miktarlarda standart
cozeltilerden eklenmis ve her bir eklemeden sonra voltamogramlari
kaydedilmigtir. Derigsime karsi pik akimlari grafige gecirilerek kalibrasyon
egrileri cizilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri gunlik hazirlanmis ve analiz
sirasinda 12 ayri kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerine ait
regresyon denklemleri ve korrelasyon katsayilari hesaplanmigtir. Korrelasyon
katsayisinin dnem kontroll ve elde edilen dogrularin dogrusalliktan ayriligin
onem kontrolU testleri yapilmistir (56).

Duyarhhk

Gozlenebilirlik sinirt (LOD), ICH tanimina gore hesaplanmistir. LOD’
nin hesaplanmasi i¢in asagida verilen formul kullaniimigtir.

LOD =3.3 (S/SS)

Bu esitlikte, SS, olusturulan kalibrasyon egrilerinin y eksenini kestigi
noktanin standart sapmasi, S ise olusturulan kalibrasyon edgrilerinin
egimlerinin ortalamasidir.

Alt tayin siniri (LOQ), tayin edilebilen en dusuk derigsim degeri olarak
tanimlanmaktadir. Kalibrasyon egrilerindeki en duasuk derisimler igin, bagil
standart sapma (BSS), % 10dan kiguk bulundugundan, kalibrasyon
egrisindeki en dusuk derigsim degeri LOQ olarak kabul edilmistir (49,50).

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik ve dogruluk calismalari icin gun ici ve glnler arasi olmak
uzere ayr ayri galsiimistir. Bu amagla dogrusallik araligina giren Ug farkh
derigim seviyesinde tekrarli analizleri yapiimistir. OSWV yonteminde 0.96,
291, 445 ug mL" derisiminde cozeltilerin analizleri yapilmistir. Gun igi
calismalarda; U¢ derisim seviyesinde ve her derisim igin 6'sar c¢oOzelti
hazirlanmisg, hazirlanan bu ¢ozeltiler ayni gun iginde analiz edilmistir. Gunler
aras! ¢alismalarda; ard arda alti ayri gunde ve U¢ derisimde yeni hazirlanan
¢cozeltilerin analizleri yapilmistir. Kesinlik, bulunan degerlerin ortalamasi,
standart hatasi (SH), standart sapmasi (SS) ve BSS ile verilmistir. Dogruluk
ise, eklenen rosuvastatin kalsiyum miktari ile bulunan rosuvastatin kalsiyum

miktarinin kargilastiriimasi ve bulunan BH ile verilmigtir (Ek 2).
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Tekrarlanabilirlik

Yontemin tekrarlanabilirlilik ¢calismalari igin dogrusallik araligina giren
bir derisim seviyesinde (2.91 ug mL™) on ayri ¢dzelti hazirlanmis ve bunlarin
ayni gun iginde analizleri yapilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmigtir. Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yo6nteminde cihaz
tekrarlanabilirligi, 2.91 pg mL~" rosuvastatin kalsiyum igeren ayni ¢ozeltinin 6
kez voltamogramlarinin alinmasiyla elde edilen rosuvastatin kalsiyuma ait pik
akimlari  ve pik potansiyellerinin ortalama degerleri hesaplanarak
bulunmustur.

Saglamlik ve Tutarhihk

Yontemlerin saglamlik calismalari igin belirlenen optimum deney
kosullarinda kuguk degisiklikler yapilarak analizler yapiimistir. Bu amagla
OSWYV yoénteminde destek elektrolitin pH’si ve ilk potansiyelinde degisiklikler
yapimigtir.

Tutarlihk calismalarinda ise farklh analizci tarafindan c¢ozeltilerin
analizleri  yapilmistir.  Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmigtir. Bunun igin gelistirilen ydontemlerde dogrusallik araligina
giren bir derisim seviyesinde (2.91 ug mL™") alti ayr ¢ozelti hazirlanmis ve
bunlarin ayni gun iginde analizleri yapiimigtir.

Ozgiinliik

Bolim 3.2.4’de anlatildigi gibi hazirlanan 10 mg rosuvastatin kalsiyum
iceren sentetik tablet c¢ozeltilerinden destek elektrolitle seyreltilerek
hazirlanmis (2.91 pg mL") 6 ayr g¢dzeltinin analizleri yapilmistir ve geri
kazanim degerleri hesaplanmistir (Ek 3).

Ayrica yontemin 6zgunligunu gostermek amaciyla standart ekleme
yontemi de yapilmistir. Bunun igin destek elektrolit ¢ozeltisine, bolum
3.2.3'de anlatildigi gibi hazirlanan tablet ¢ozeltilerinden belli bir miktar
eklenmis voltamogramlar kaydedilmistir. Sonra 50.00 ug mL™"lik standart
rosuvastatin kalsiyum c¢ozeltisinden dogrusallik sinirlari igerisinde olacak
sekilde artan derigimlerde eklemeler yapilarak voltamogramlar kaydedilmigtir.
Olglilen pik akimlari degerleri eklenen rosuvastatin kalsiyum derisimlerine

kargl grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon denklemi ile
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korrelasyon katsayisi hesaplanmigtir.

3.3.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Gelistirilen  voltametrik ydéntem, Tirkiye piyasasindaki Crestor®
tabletlere uygulanmistir. Bolum 3.2.3’te anlatildigi gibi metanolde hazirlanmis
tablet ¢cozeltilerinden dogrusallik sinirlari icinde olacak sekilde (2.91 ug mL™
derigsiminde) destek elektrolit ile uygun seyreltmeler yapilmistir.
Elektrokimyasal hucre igerisindeki destek elektrolit Uzerine puL dizeyinde
eklemeler yapilmig ve voltamogramlar kaydedilmistir. Olglilen pik akimlari
degerlerinden kalibrasyon yontemi ile bulunan regresyon denklemi

kullanilarak tablet icindeki rosuvastatin kalsiyum miktari bulunmustur.
Geligtirilen OSWV yontemi ile karsilastirma yontemlerinin farmasotik
preparatlara uygulanmasi sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel olarak
kargilastirimasi 3 yontem icin tekrarli dlgimlerde varyans analizi testi ile
yapilmistir (Ek 4). Ayrica OSWYV ydntemi her iki yontemle ayri ayri Wilcoxon
Eslestirilmis iki Ornek Testi uygulanmistir (Ek 3). Elde edilen analiz sonuglari

arasinda fark olup olmadigi arastiriimigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Saflik Kontroll Bulgulari

4.1.1. Erime Noktasi
Yapilan tayin sonucu rosuvastatin kalsiyumun erime noktasinin 122 °C
oldugu goézlenmigtir. Kaynaklarda ulasilan degerlerle (122 °C) uyumlu oldugu

bulunmustur (26).

4.1.2. Rosuvastatin Kalsiyumun IR Spektrumu
Rosuvastatin kalsiyumun KBr ile hazirlanan diskinin 4000 cm™ ile 600

cm™' arasindaki IR spektrumu Sekil 4.1°'de gériilmektedir.
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4.1.3. Rosuvastatin Kalsiyumun UV Spektrumu
Metanol iginde hazirlanan 25.00 pg mL™ rosuvastatin kalsiyum
¢ozeltisinin 190 nm ile 300 nm dalga boylari arasindaki UV spektrumu

alinmis ve 243 nm’de maksimum pik gozlenmigtir (Sekil 4.2).

Absorbance (AJ)

I 1 I T
2720 7an 2an 720 Wavelennth inm

Sekil 4. 2. 25 ug mL™ rosuvastatin kalsiyum gdzeltisinin UV spektrumu

4.2. Voltametrik Yonteme Ait Analiz Bulgulari

Rosuvastatin  kalsiyumun su, metanol, asetonitrii gibi cesitli
¢ozuculerdeki ¢ozunurligu incelenmis ve en uygun ¢ozucu olarak metanol
secilmistir. Bu nedenle stok rosuvastatin kalsiyum c¢o6zeltisi metanol ile

hazirlanmis ve gerekli seyreltmeler degisik pH’lardaki tampon sistemleri ile

yapilmistir.
4.2.1. Destek Elektrolit Segimi

OSWYV yodntemi ile yapilan ¢alismalarda, ilk olarak en uygun destek
elektrolit arastiriimistir. Bunun igin rosuvastatin kalsiyum igin belirli bir derigim
araliginda (0.25 - 10 ug mL™") destek elektrolite eklemeler yapilarak fosfat
(pH 5-9), asetat (pH 5-7), Mcllvaine sitrat (pH 5-9), Britton Robinson (BR, pH
5-12) ve borat (pH 7-10) tamponlari denenmis ve pik akimi degerleri



72

Olctlmustir. pH 5.00 ve pH 6.00’da denenen tampon sistemleri ve elde

edilen akimlar Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4. 1. Rosuvastatin kalsiyum ¢ozeltisinin pH 5.00 ve pH 6.00’da farkl

destek elektrolitterde OSWV pik akimi degerleri

Rosuvastatin BR BR Asetat | Asetat
Derisimi(ng mL™) pH 5.00 | pH 6.00 | pH5.00 | pH 6.00
0.25 127.6 183.7 110.28 108.3
0.49 258.3 312.2 155.9 185.4
0.96 427 1 931.1 318.5 425.5
1.41 837.4 1309.1 470.3 689.2
2.06 935.1 1720.7 701.4 9741
2.91 1234.5 2834.2 965 1027.5
3.57 1826.6 3203.1 1270 1256.8
4.45 2217.3 4889.5 1560 1432.7
5.26 2840.8 5263 1750 1744.2

Pik akimi ve pik simetrisi de degerlendirildiginde 0.01M pH 5 asetat

tamponu en uygun tampon olarak belirlenmistir.

4.2.2. Optimum Cihaz Parametrelerinin Belirlenmesi

Bu yontemde optimum cihaz parametrelerinin bulunmasi i¢in pH 5
asetat tamponu igerisinde iki farkli derisimde (6 ve 10 ug mL'1); frekans (15 -
90 Hz), adim yuksekligi (2-5 mV) ve puls genligi (5-35 mV) degisiminin
rosuvastatin kalsiyuma ait pik akimi tGzerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.3
- Sekil 4.5).
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Sekil 4. 3. OSWYV yonteminde frekans degisiminin etkisi (adim yuksekligi: 5
mV, puls genligi: 25 mV)
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Sekil 4. 4. OSWV yonteminde adim yuksekligi degisiminin etkisi (f : 50 Hz,
puls genligi : 25 mV)
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Sekil 4. 5. OSWYV yonteminde puls genligi degisiminin etkisi (f : 50 Hz,

adim yuksekligi : 4 mV)

Bu yontemde optimum cihaz parametreleri olarak frekans 70 Hz, adim
yuksekligi 4 mV ve puls genligi 25 mV segilmigtir.

pH 5 asetat tamponunda rosuvastatin kalsiyuma ait kare dalga

voltamogramlari Sekil 4.6’da gdsterilmistir.
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Sekil 4. 6. Rosuvastatin kalsiyumun kare dalga voltamogramlari
a) Destek elektrolit, b) 526 ng mL" rosuvastatin kalsiyum
(Cihaz parametreleri; f: 70 Hz, adim yuksekligi: 4 mV, puls
genligi: 25 mV)

4.3. Yontemin Validasyonu
Kararlihk

Kararlilik galismasi i¢in 2 ay boyunca yeni hazirlanan 25 ug mL"lik
standart rosuvastatin kalsiyumun ¢dzeltisinin UV spektrumlari alinmistir. Bu
sure icinde dalga boyunda bir kayma (243 nm) veya absorpsiyon siddetinde
(1.15 + 0.013 AU) 6nem bir azalma gdzlenmemistir ayrica 2.91ug mL™”
derisimdeki rosuvastatin kalsiyumun pik potansiyelinde (-1184.2 + 0.46 mV)
ve pik akiminda (981.57 £ 0.842) dnemli bir degisiklik olmadigi goériimustar.
Boylece rosuvastatin kalsiyumun metanoldeki ¢Ozeltisinin en az iki ay kararli
oldugunu soyleyebiliriz. Kisa sureli stabilite galismalarinda (2'ser saatlik

aralarla 8 saat ve 3 giin analiz siiresince) OSWV yénteminde 2.91ug mL™
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derisimdeki rosuvastatin kalsiyumun pik potansiyelinde (-1183.9 + 0.37 mV)

ve pik akiminda (984.21 £ 0.923) énemli bir degisiklik olmadigi goértulmustir.

Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusallik Araliklari
Rosuvastatin kalsiyum derisimine karsi pik akimlari grafige gecirilerek

kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Sekil 4.7).

L] L= ] L) L]

Pik Akimi {nA)

-

=
[ R ]
c [ ]

&

]
L= L] L]

0 1 P 3 - 5 6

Derigim (ug mL™)

Sekil 4. 7. Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yéntemi ile analizinde elde edilen

kalibrasyon egrisi

Bu egrilerin dogrusalliktan ayrihg ve korrelasyon katsayilarinin dnem
kontroline ait istatistiksel degerlendirme sonuglari Tablo 4.2 kalibrasyon

egrilerinin 6zellikleri ise Tablo 4.3’de gosterilmigtir.
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Tablo 4. 2. Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yontemi ile analizinden elde
edilen  kalibrasyon egrisinin  korrelasyon katsayisi ile
dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolu igin yapilan istatistiksel
hesaplamalar*

Korrelasyon katsayisinin 6nem kontrolii
N r Sr tH tr
9 0.9997 0.006 152.72 2.36

ty>tr . Ho hipotezi reddedilir: korelasyon katsayisi tesadife bagli bir deger

degildir.

Dogrusalliktan ayrilig 6nem kontrolu
RKT YOAKT | RAKT |RAKO RKO Fu Fr
2887756 | 2888605 849 |121.29 | 2887756 2380 |5.59

Fyw>Fr Ho hipotezi reddedilir: Derisim ile pik akimi arasindaki iligki

dogrusaldir.

* Terimler Ek 1°de agiklanmistir.

Tablo 4. 3. OSWV yoéntemine ait kalibrasyon egrisinin 6zellikleri (n = 6)

Regresyon denklemi* y = 336.6x+11.601
Egimin standart hatasi 0.091
Kesisimin standart hatasi 0.117
Korrelasyon katsayisi (r) 0.9997
Tanimlayicilik katsayisi (R?) 0.9998
Dogrusallik Araligi (ug mL™") 0.2-10
LOD-Gozlenebilme Sinirt (ug mL™") 0.07
LOQ-Alt Tayin Siniri (ug mL™) 0.2

*y=bx +a; x: ug mL™" biriminde derigim, y : pik akimi degerleri (nA), a : kesisim,

b :egim.
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Yontemlerin dogrusalliginin kontroll igin kalibrasyon egrisini olusturan
derisimlerde hazirlanan standart ¢oOzeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon
egrileri denklemleri ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi gereken (nominal)

derisimlere karsi grafige gecirilmistir (Sekil 4.8).

€ 9 y =1,0002¢ -0.0009

= 47 R = 0,907

§ 2

g 0 T T T ) I l
= 0 1 2 3 4 . °

Olmasi Gereken Derisim (pg mL'l)

Sekil 4. 8. Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yontemine ait yontem

dogrusalligi kontrol grafigi

Dogruluk ve Kesinlik

Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yontemi ile analizinde dogruluk ve
kesinlik galismalarina ait gun i¢i ve gunler arasi degerlendirme sonugclari
Tablo 4. 4’de verilmistir. Onerilen yéntemlerin tekrarlanabilirligine ait analiz

bulgulari Tablo 4. 5’de verilmigtir.
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Tablo 4. 4. OSWYV yonteminin, gun ici ve gunler arasi kesinlik ve dogruluk
analiz bulgulari (n = 6)

Rosuvastatin Giinler Arasi’ Giin ici®
kalsiyum Bulunan % Bagil | Bulunan % Bagil
miktar (ug mL™") miktar Hata Miktar Hata
0.961 0.10 0.962 0.21
0.963 0.31 0.957 -0.31
0.967 0.73 0.968 0.83
0.96
0.970 1.04 0.971 1.15
0.958 -0.21 0.955 -0.52
0.961 0.10 0.963 0.31
X 0.9633+0.0018 0.9627+0.0025
SS 0.0044 0.0062
BSS (%) 0.4580 0.6392
2.914 0.14 2.912 0.07
2.904 -0.21 2.906 -0.14
2.893 -0.58 2.908 -0.07
2.91 2.908 -0.07 2.916 0.21
2.917 0.24 2.911 0.03
2.922 0.41 2.909 -0.03
X 2.9097+0.0042 2.9103+0.0014
SS 0.0104 0.0035
BSS (%) 0.3563 0.1203
4.443 -0.16 4.451 0.02
4.462 0.27 4.454 0.09
4.452 0.05 4.448 -0.05
4.45 4.448 -0.05 4.462 0.27
4 457 0.16 4.452 0.05
4.452 0.05 4.455 0.11
X 4.4523+0.0027 4.4537+0.0019
SS 0.0067 0.0048
BSS (%) 0.1494 0.1069

x : Ortalama #+ standart hata. SS : Standart sapma BSS : % Bagil standart sapma. (EK 2)
' Gin ici calismalar; 3 derisim seviyesinde 6 ayri ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapiimistir.
2. Gunler arasi calismalar; U¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak 6 ayri ginde
yapilimistir.
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Tablo 4. 5. OSWYV ydnteminin tekrarlanabilirligine ait analiz bulgulari
(Eklenen rosuvastatin kalsiyum derisimi OSWV ydntemi
icin2.91 uygmL", n=10)

OSWYV yontemi
Bulunan (ug mL™) % Geri Kazanim
2.899 99.62
2.906 99.86
2.898 99.59
2.916 100.21
2.917 100.24
2.912 100.07
2.908 99.93
2.913 100.10
2.909 99.97
2.921 100.38
x: 2.9099 + 0.0024 x: 99.997+0.08
SS: 0.0075 SS: 0.258
BSS: 0.2574 BSS: 0.2574
GA: 2.90462-2.9158 | GA: 99.79-100.21

x : Ortalama + standart hata. SS : Standart Sapma
BSS : % Bagil standart sapma. GA : Guven Aralig
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Saglamlik ve Tutarhhk

Saglamlik ve tutarlilik ¢alismalarina ait sonuglar ve istatistiksel olarak
kargilastirma sonuglari Tablo 4.6 - Tablo 4.7°de verilmistir. Standartla yapilan
caligmalar pH 5 asetat tamponunda belirlenen optimum sartlarda

gergeklestirilmistir.

Tablo 4. 6. OSWV ydnteminin saglamligina ait analiz bulgulari (n = 6)

Bulunan BSS | Karsilagstirma

(ug ml™) Sonuglari

Standart (2.91 ug mL™) | 2.9103+0.0014 | 0.120

pH 4.90 2.907+0,006 | 0.549 ty =9

pH 5.10 2.909+0.004 | 0.358 ty =10

ilk Potansiyel (1.100mV) | 2.901£0.009 | 0.759 ty =5.5

ik Potansiyel(900mV) 2.911£0.006 | 0.517 ty =10

x : Ortalama + standart hata. BSS : Bagil standart sapma. (n:6 serbestlik derecesinde t;

degeri 2°dir) (t; : hesapla bulunan t degeri, t; : tablodan bulunan t degeri) (Ek 2).

Ozgiinliik (Segicilik)

Yontemin 6zgunlagd, bélum 3.2.4’de anlatildigi gibi hazirlanan ve 10
mg rosuvastatin kalsiyum iceren sentetik preparatlarin geligtirilen voltametrik
yontemle analizi yapilarak degerlendirilmis ve elde edilen veriler Tablo 4.8’de
verilmigtir. Bu analizlerde standart rosuvastatin kalsiyum ¢ozeltisinde oldugu
gibi OSWYV ydnteminde -1184 mV’da, rosuvastatin kalsiyuma ait pikler elde

edilmig ve herhangi bir girisimin olmadigi gézlenmistir.
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Tablo 4. 7. Farkl iki analizciye ait tutarlilik analiz sonuglari (n = 6)

(Eklenen rosuvastatin kalsiyum derigimi OSWV yéntemi icin 2.91 pg mL™)

OSWYV yontemi
1. Analizci 2. Analizci
(ug mL™) (ug mL™")
2.920 2.906
2.913 2.918
2.897 2.924
2.915 2.901
2.908 2.917
2.916 2.913
X :2.912+0.0033 | X :2.913+ 0.0034
SS: 0.0081 SS: 0.0084
BSS: 0.279 BSS: 0.289
GA: 2.903-2.920 | GA: 2.904-2.922

Farkl iki analizci bulgularr igin
Wilcoxon Eslestirilmis ki Ornek Testi :
Ty=10>T+=0, p<005

x : Ortalama * standart hata. SS: Standart Sapma BSS : Bagl standart sapma.
GA : Guven Araligi (Ek 3)
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Geri Kazanim
10 mg rosuvastatin kalsiyum igeren sentetik tablet ¢ozeltisine ait geri
kazanim degerleri sirasiyla Tablo 4. 8'de verilmistir.

Tablo 4. 8. Sentetik tablet preparatlarinin analiz bulgulari

(Eklenen rosuvastatin kalsiyum miktari: 10 mg, n = 6)

Bulunan (mg) Geri Kazanim %

10.01 100.1
10.12 101.2
9.97 99,7
10.05 100.5
10.02 100.2
9.98 99.8

X :10.025+0.0223
SS: 0.055

BSS: 0.545

GA: 9.968-10.08

X :100.25+0.223
SS: 0.55

BSS: 0.545

GA: 99.68-100.82

x : Ortalama + standart hata. SS: Standart Sapma BSS : % Bagil standart sapma.
GA : Guven Araligi

4.4. Farmasotik Preparatlarin Analiz Bulgulari

10 mg rosuvastatin kalsiyum iceren Crestor® tabletlerin analizleri
gelistirilen voltametrik yontemle ve karsilastirma yontemleri (8,9) ile yapiimig
olup veriler Tablo 4.9'da gosterilmistir.
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Tablo 4. 9. Crestor® tablete ait analiz bulgulari (10 mg rosuvastatin
kalsiyum/tablet) (n=6)

Kargilagtirma yontemi |  Karsilagtirma yontemi
OSWV yontemi
UV Spektrofotmetri (8) CE (9)
Bulunan (mg) Bulunan (mg) Bulunan (mg)
10.02 10.12 10,24
9.95 10.06 10,18
9.92 10.11 10,04
10.14 9.97 10,01
10.07 10.03 9,99
10.04 9.89 10,00
X :10.023+0.0327 | X :10.030.0359 X :10.077+0.0434
SS: 0.0802 SS: 0.0879 SS: 0.1063
BSS: 0.799 BSS: 0.876 BSS: 1.055
GA: 9.939-10.107 GA: 9.937-10.122 GA: 9.965-10.188

Farkli iki yontem bulgulari (OSWYV ile UV yonteminin karsilastiriimasi) igin
Wilcoxon Eslestirilmis |Iki Ornek Testi : T4=10>T+=0, p<0.05

Farkli iki yontem bulgulari (OSWYV ile CE yonteminin karsilastiriimasi) igin
Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi : T4=7>T+=0, p<0.05

3 yontemin ayni anda karsilastirilmasi igin tek yonlu varyans analizi
kullanilmigtir: F4=0.597< Fr= 19.43 p<0.05

x : Ortalama + standart hata. SS: Standart Sapma BSS : % Bagil standart sapma.
GA : Guven Araligi

4.5. Donusumli Voltametri Bulgulari

Rosuvastatin  kalsiyumun ¢dzeltisinin pH 5 asetat tamponunda
kaydedilen dénusimlli voltamogrami Sekil 4.9’da ve artan tarama hizlarinda

cekilen donusumlu voltamogramlari Sekil 4.10°da verilmigtir.
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Sekil 4. 9. Destek elektrolitin ve 10.00 pg mL" rosuvastatin kalsiyum
gOzeltisinin pH 5 asetat tamponunda g¢ekilen donusumlu

voltamogramlari (Tarama hizi: 100 mV/sn)
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Sekil 4. 10. Artan tarama hizlarinda rosuvastatin kalsiyumun (9.91 pyg mL™)
donusumli voltamogramlari a) 10 mV/sn b) 25 mV/sn c) 75
mV/sn d) 100 mV/sn
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4.6. Kronoamperometri Bulgulari

Rosuvastatin kalsiyum ¢o6zeltisinin  kronoamperometri ¢aligsmalarida
gerceklestiriimistir. Destek elektrolitin voltamogrami ve destek elektrolitte
rosuvastatin kalsiyuma ait voltamogram S$ekil 4. 11 ve Sekil 4. 12'de

verilmigtir.
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+40+

Alam (uA)

o T T T T T T T T
0 05 10 15 20 25 30 35 40 45
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Sekil 4. 11. Destek Elektrolitin (pH 5 asetat tamponu) kronoamperometrik
voltamogrami (E1: 950 mV E,: 1350 mV )
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Sekil 4. 12. pH 5 asetat tamponunda rosuvastatin kalsiyumun
kronoamperometrik  voltamogrami  (Eklenen  rosuvastatin
kalsiyum derigimi 9. 91 pg mL™" E1:950 mV E»:1350 mV)
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda diyet ve diger farmakolojik olmayan tedaviler (6rn.
egzersiz, kilo verme) ile yeterli yanit alinamayan durumlarda primer
hiperkolesterolemi ve kombine dislipidemili hastalarin tedavisinde diyete
yardimci olmak Uzere kullanilan statin grubundan yeni bir ilag olan
rosuvastatin  kalsiyumun elektrokimyasal davraniglari incelenmis ve
farmasotik preparatlardan analizi i¢in voltametrik yontemlerden kare dalga
voltametrik miktar tayini yontemi gelistirilmigtir.

Hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan statin grubu yeni bir ila¢ olan
rosuvastatin  kalsiyumun  kaynaklarda elektrokimyasal davranislari
incelenmesi ile ilgili bir calismaya ve farmasotik preparatlardan analizi igin
geligtiriimis elektroanalitik bir yonteme rastlanmamistir. Bunun igin
farmasotik preparatlardan rosuvastatin kalsiyumun miktar tayini icin OSWV
yontemi tez galismasi kapsaminda gelistirilmistir.

Dr. Reddy Laboratuvar’ndan temin edilen rosuvastatin
kalsiyum’un safliginin arastirilmasi amaciyla erime noktasi tayini yapiimis
(122 °C), UV spektrumu (243 nm maksimum pik) (Sekil 4. 1) ve IR
spektrumu (Sekil 4. 2) alinmigtir. Rosuvastatin kalsiyum’un c¢ekilen IR
spekturumunda madde yapisina uygun titresim pikleri gozlenmistir. UV
spektrumu verilen sertifika ile ve erime noktasi kaynaklardaki degerlerle
uyumlu oldugu bulunmustur (Ek 6). Elde edilen verilere gére standart
rosuvastatin kalsiyum’un bu c¢alismayi yulrutebilecek saflikta bir madde

oldugu sonucuna variimigtir.

5.1. Cozucu ve Destek Elektrolit Segimi

Elektroanalitik calismalarda ¢odzliclu ve destek elektroliti segimi ¢ok
dnemlidir. Ozellikle ila¢ analizlerinde sabit pH’larda ¢alismanin avantajlari ve
organik ¢Ozucu ile ¢alismanin dezavantajlari vardir. Bunlar, 6zel referans
elektrot gerektirmesi, ¢alisma sirasinda azot gazi gegiriimesi ve sistemin
tamamen kapali olmamasi nedeni ile uzun c¢alisma slresinde organik

¢6zlcunun buharlagsmasi, derigiminin degdismesi vb. nedenlerden dolayi



88

tampon ¢ozeltilerde galismanin uygun oldugu disundlmustar.

Rosuvastatin ~ kalsiyum’'un  ¢esitli  ¢ozeltilerdeki  ¢ozunarlUkleri
incelenmisgtir.

Rosuvastatin kalsiyum suda az, metanolde, dimetilformamidde iyi
¢ozlinmektedir. Sonugta suda ¢dézunurligunin az olmasi nedeni ile ¢dzlcu
olarak metanol secilmis ve stok rosuvastatin kalsiyum ¢dzeltisi metanolde
hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler ise destek elektrolit ile yapiimigtir. (pH 5
0.01 M asetat tamponu)

Calismalarda ilk olarak en uygun destek elektrolitin secimi yapiimigtir.
Bu amacla cesitli tampon sistemleri denenmis ve pik akim degerleri
Olculmustur (Tablo 4.1). Rosuvastatin kalsiyuma ait pik akiminin en yuksek
oldugu ve pik seklinin en duzgun oldugu tampon sistemi segcilmistir.
Degerlendirilebilir pikler BR ve asetat tamponunda oldugu gértulmastur. Diger
tampon sistemlerinde ¢ok genis ve simetrik olmayan pikler gézlenmistir.
Farkli pH degerlerinde tamponlar denenmis ve pH 5’in altinda ve pH 6'nin
uzerindeki tampon sistemlerinde piklerin bozuk ve simetrik olmadidi tespit
edilmistir. Bu ¢alismalarin sonunda sadece pH 5 asetat tamponunda piklerin
simetrik oldugu ve artan rosuvastatin kalsiyum derigimi ile piklerin seklinin
bozulmadigi gozlenmistir (Sekil 5. 1). Bu nedenle pik akiminin en yluksek
oldugu ve en iyi de@erlendirilebilir piklerin gozlendigi tampon ¢ozeltisi
oldugundan destek elektrolit olarak pH 5 asetat tamponu segilmistir. (Tablo
4.1)
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Sekil 5. 1 Destek elektrolit ve artan rosuvastatin kalsiyum derisimi ile elde
edilen OSWV voltamogramlari a) destek elektrolit b) 0.49 pg mL™
c) 0.96 ug mL" d) 2.06 pg mL" e) 2.91 pg mL™" f) 3.57 pg mL”

g) 4.41 ug mL" rosuvastatin kalsiyum cozeltisi

Rosuvastatin kalsiyum molekulinun bluyuk olmasi (molekul agirhgi:
1001.14) ve yapisinda flor atomu igermesi nedeniyle olasi adsorbsiyonu
azaltmak, potansiyel sinirini arttirmak ve iyonik siddeti azaltmak amaciyla pH
5 asetat tamponuna farkli miktarlarda gesitli tetra alkil amonyum tuzlari ve
potasyum klorur eklenmigtir.

Asetat tamponuna eklenen tetraalkilamonyum tuzlarinin, rosuvastatin
kalsiyumun pik akimi Gzerindeki etkileri incelenmistir. Denenen tuzlar ve

derisimleri Tablo 5. 1’de verilmistir.
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Tablo 5. 1. Analiz sirasinda denenen tuzlar ve derisimleri

Destek elektrolit icindeki derigimi
(M)

1 M KCI 5.00 x 10, 2.50 x 107, 1.25 x 10
0.05 M Tetra butil amonyum iyodiir [2.50 x 10°, 1.25x 10°, 0.63 x 107
0.05 M Tetra butil amonyum iyodiir [2.50 x 10>, 1.25 x 10>, 0.63 x 107
0.1 M Tetra etil amonyum iyodir ~ [2.50 x 10°,1.25 x 10°, 0.50 x 10~
0.1 M Tetra metil amonyum iyodiir |[2.50 x 10°,1.25 x 107, 0.50 x 10
0.1 M Tetra metil amonyum bromiir [2.50 x 10°,1.25 x 10, 0.50 x 10

Tuzlar

Denemeler sonucunda tetra alkil amonyum tuzlari eklendiginde
dogrusallik araliginin degismedigi, KCI eklendiginde rosuvastatin kalsiyuma
ait pik akimlari ile sadece pH 5 asetat tamponu igeren ortamda elde edilen
pik akimlari arasinda fark gozlenmemistir. Bu nedenle destek elektrolite

herhangi bir tuz eklenmemesine karar verilmigtir.

Yapilan bu 6n ¢alismalar pH 5 asetat tamponunda yapiimigtir. Bundan
sonraki calismalarda asetat tamponunun derisiminin pik akimi Gzerindeki
etkileri arastinimigtir. Denenen farkli derisimlerdeki asetat tamponlarinda
rosuvastatin kalsiyuma ait pik akimlarinda c¢ok fazla bir farklilik olmadigi
g6zlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda destek elektrolit olarak kullanilan

asetat tamponunun derisimi 0.01 M olarak secilmistir.

5.2. Elektroanalitik Yontemin Seg¢imi

Akim — potansiyel ve derigim iligkilerinin galisma elektrodu denilen
kiiciik alanh (genellikle 1 cm?den kiigiik) polarize bir elektrotla incelendigi 3
elektrotun da kullanildigi elektroanalitik yontemlere genel olarak voltametri
denmektedir. Uygulanan gerilim pulslara benziyor olsa da, puls teknigi
olmayan sinuzoidal akim gibi degisken ve zamanla degisimi kare seklinde
olan kare dalga voltammetrisi yontemi diger voltametrik yontemlerden g¢ok
daha hizli tarama olanagi saglar. $Soyle ki kullanilan kare dalganin ¢cogunlukla
periyotu 5 ms, genligi 25 mV’dur. Basamakli gerilim genligi ise 10 m\V’dur.
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Bdyle bir kosulda 1V’luk tarama igin gerekli stire eger pulsun frekansi 100 Hz
ise 1.0 s olur. Bunun sonucu olarak bir voltamogram 1-2 s iginde elde edilir.
Bagka bir deyigle bir damla omru iginde bir voltamogram tamamlanabilir.
Kare dalga voltametrisinde potansiyel periyotun bir yarisinda pozitif deger
alirken diger yarisinda negatif deger alir. Kare dalganin anodik ve katodik
bdlgesindeki iki noktaya ait akim degerlerinin farklari alinarak akim saptanir.
Yani elektrot tepkimelerinde yukseltgenme ve indirgenmede olusan akim
farklart alinir. Akimlardan biri negatif oldugu icin fark akimlarin toplamini
verir. Bu nedenle de duyarlik yuksektir.

Robledo ve Smyth isimli arastirmacilar tarafindan serumda
rosuvastatin kalsiyumun analizi icin kromatografik yontemler geligtirilerek
valide edilmig, bunun yaninda polarografik ve siyirma voltametrik ¢alismalari
da denenmigtir. Fakat serumda matriks etkisinin girisim yapmasi nedeni ile
rosuvastatin  kalsiyumun serumdan analizleri i¢in diferansiyel puls
polarografisi (DPP) yonteminin valide edilemedigi ve uygulanamadigi
gozlenmigtir (16).

Yapilan bu polarografik ¢alisma Uzerine rosuvastatin kalsiyumun
destek elektrolit olarak secilen pH 5 asetat tamponunda (kaynakta destek
elektrolit olarak pH 4.46 asetat tamponu kullaniimistir.) DPP yontemi ile 3.22
ug mL" derisimde kaydedilen polarogrami Sekil 5. 2.b’de verilmistir. Ayni
derisimdeki rosuvastatin kalsiyumun OSWV yontemi ile elde edilen

voltamogrami da ayni sekilde gosterilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5. 2. 3.22 ug mL" derisimde rosuvastatin kalsiyumun 0.01 M pH 5
asetat tamponu icindeki a. Destek elektrolit b. DPP polarogrami

c. OSWYV voltamogrami

Sekilden de goruldugu gibi hizli ve yuksek duyarlikh olugu nedeniyle
bu tez cgalismasinda rosuvastatin kalsiyumun farmasotik preparatlardan
analizi igin voltametrik yontemlerden kare dalga voltametrik yodntem

secilmistir.

5.3. Optimizasyon Sonugclari

Optimizasyon calismalari segilen 0.01 M pH 5 asetat tamponunda
yapimigtir.

Cihaz parametrelerinin optimizasyonu amaciyla OSWV yonteminde 2
farkl derisimde (6 ve 10 ug mL™), frekans 15 - 300 Hz, adim yiiksekligi 2-10
mV ve puls genligi 5 - 45 mV arasinda degisiminin rosuvastatin kalsiyuma ait
pik akimi Uzerindeki etkileri incelenmigtir (Sekil 4. 3 - Sekil 4. 5). Pik akimi
ile birlikte pik seklinin duzgunligli de gb6z o6nune alinarak optimum cihaz
parametreleri frekans i¢in 70 Hz, adim yuksekligi 4 mV ve puls genligi 25 mV

olarak secilmistir.
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Belirlenen optimum sartlarda rosuvastatin kalsiyumun kare dalga

voltametrisi ile elde edilen piki -1184 mV’da gdézlenmistir (Sekil 4.6).

5.4. OSWV Yonteminin Validasyon Sonuglari (52-56)

Geligtirlen OSWV yoénteminin gecerliliginin  kanitlanmasi igin
validasyon parametrelerine gore test edilmesinde kaynaklarda bildirilen
parametreler ve gecerlilik kriterleri kullaniimigtir. Bu amagla kararlilik,
dogrusallik, duyarhlik, dogruluk, kesinlik, saglamhk, tutarhlik, 6zgunlik

parametrelerine gore valide edilmigtir (52).

5.4.1 Kararhlik

Kararlilk ¢alismasi igin 2 ay boyunca buzdolabinda bekleyen stok
Rosuvastatin kalsiyumun ¢ozeltisinden (1000 pg mL™") yeni hazirlanan 25 pg
mL™"lik standart rosuvastatin kalsiyumun c¢o6zeltisinin UV spektrumlari
alinmigtir. Bu sure iginde rosuvastatin kalsiyumun maksimum absorpsiyon
gosterdigi 243 nm dalga boyunda bir kayma veya absorpsiyon siddetinde bir
azalma gozlenmemistir. Boylece rosuvastatin  kalsiyumun metanoldeki
¢ozeltisinin en az iki ay kararli oldugunu sdyleyebiliriz. Kisa sureli stabilite
caligmalarinda (2’ser saatlik aralarla 8 saat ve 3 gun analiz suresince) OSWV
yonteminde rosuvastatin kalsiyum'un pik potansiyelinde ve pik akiminda,
higbir degisiklik olmadigi goéralmustar.

5.4.2. Dogrusallik

Geligtirilen OSWV yonteminde kalibrasyon egrisinin olusturulmasi ve
dogrusallik araliklarinin belirlenmesi igin rosuvastatin kalsiyumun derigimine
kargl gozlenen pik akimlari grafige gecirilmistir. OSWV yontemi ile 0.20-
10.00 uyg mL"  (2.497 x 107 — 9.988 x 10° M) araliginda dogrusal olan
kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.7). OSWV yontemi igin
dogrusalliktan ayrilisin énem kontroli yapilmistir ~ (Tablo 4.3). OSWV
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yontemi igin Fy = 2380 > Fr = 5.59 degerleri elde edilmis ve bu sonuglara
g6re dogrusalliktan ayrilisin 6nemsiz oldugu bulunmustur. Ayrica korelasyon
katsayilarinin onem kontrolu yapilarak bu katsayilarin istatistiksel olarak
onemli degerler oldugu bulunmustur (56) (OSWV yontemi igin ty = 152.72> tr
2.36 (p < 0.05).

Onerilen voltametrik yonteme ait kalibrasyon egrisinin 6zellikleri Tablo
4.4’de verilmisgtir.

Yontemin dogrusalligi, grafik yontemi ve istatistiksel olarak
saptanmigtir. Grafik ydnteminde standart c¢ozeltilerin olmasi gereken
derisimlerine karsi kalibrasyon denkleminden bulunan derigimleri grafige
gegirilmigtir. (Sekil 4.8). Bu grafiklerde korelasyon katsayisi (r), 0.9997 olarak
bulunmustur. Ayrica egimi 1.0002 olarak bulunmustur. Egiminin ve
korelasyon katsayisinin yaklasik olarak 1 bulunmasi, gizilen kalibrasyon

egrilerinin bir dogru oldugunu gostermektedir.

5.4.3. Duyarhlik

Rosuvastatin kalsiyum’'un OSWV yoéntemi ile LOD degerini belirlemek
icin ICH’de belirtilen formdlden yararlaniimistir (LOD= 3(S/SS)) (52). Buna
gbre Rosuvastatin kalsiyumun LOD degerleri OSWV yonteminde 0.07 png
mL" (BSS=% 0.968) olarak bulunmustur (n =6).

Alt tayin siniri, tayin edilebilen en dusuk derisim degeri olarak
tanimlanmaktadir. Kalibrasyon egrilerindeki en dusuk derisimler icin, bagil
standart sapma (BSS), % 10dan kiguk bulundugundan, kalibrasyon
egrisindeki en dusuk derisim degeri LOQ olarak kabul edilmistir (49,50). LOQ
degeri OSWV ydntemi igin 0.2 ug mL™" olarak bulunmustur (BSS %0.9534).

Bulunan LOD ve LOQ degerlerinin dusik olmasi rusavastatin
kalsuyum’un farmasotik preparatlardan analizi igin geligtirilen OSWV

voltametrik ydntemin oldukga duyarl oldugunu géstermektedir.

5.4.4 Dogruluk ve Kesinlik
Bir yontemin dogrulugu; test sonuglari ile kabul edilen referans deger

arasindaki uyumlu yakinhktir ve % bagil hatanin hesaplanmasi ile belirlenir.
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Bir yontemin kesinligi, sonuglarin tekrarlanabilirliginin gdstergesidir.
Hazirlanan standart numunelerin yapilan tekrarli analizleri sonucunda
saptanan BSS terimi ile tanimlanir (62). BSS, standart sapmanin ortalamaya
gore yuzde kaclik bir degisim gosterdigini belirtir (56).

Tekrarlanabilirlik (kesinlik), cihaz ve ydntem tekrarlanabilirligi olmak

uzere iki sekilde incelenir.

Geligtirilen yontemin tekrarlanabilirliliginin tespiti igin; OSWV yontemi
icin 2.91 g mL™de, 10 ayri ¢ozeltinin tekrarli analizleri yapilmis ve sonuglar
Tablo 4.6'da verilmigtir. Kesinlik i¢cin BSS degerinin % 1’in altinda olmasi
kriterine uygun olarak BSS degerlerinin % 0.2574’den dusuk olmasi OSWV

yonteminin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.

SS, dagilimdaki her bir degerin ortalamaya uzakligini, diger bir deyisle
dagilimin ne yayginlikta oldugunu goOsteren bir Olgudur. SS buyudikge
dagihm yayginlasir (56). Bu tanim dikkate alinirsa OSWV ydntemi igin elde
edilen gun ic¢i ve gunler arasi ¢alisma sonuglari, tekrarlanabilirligin yuksek

oldugunu gostermektedir (Tablo 4. 5).

Geligtirilen sistemin (cihaz) tekrarlanabilirliliginin tespiti igin; OSWV
yontemi icin dogrusallik aralidi igindeki bir derisim olan 2.91 ug mL™den, 12
ayri ¢ozeltinin tekrarli analizleri yapilmis ve voltamogramlari kaydedilmis, pik
alanlari ve pik potansiyellerine goére dederlendirilmistir. Rosuvastatin
kalsiyum’'un OSWV yontemi igin pik akimi 981.63 + 0.965 pik potansiyeli ise
-1183.6 + 0.47 olarak hesaplanmistir. Kesinlik icin BSS degerinin % 1 ‘in
altinda olmasi kriterine uygun olarak BSS degerlerinin % 0.2408'den dusuk
olmasi cihaz tekrarlabilirliginin OSWV ydéntemi igin tekrarlanabilir oldugunu

gOstermektedir.

Rosuvastatin kalsiyumun OSWV yontemi ile kesinlik ve dogruluk
caligsmalari igin 0.96, 2.91 ve 4.45 nug mL"derisimlerde gun ici ve gunler arasi

tekrarli analizler yapilmigtir. OSWV yo6ntemi i¢in gun ici calismalarda 3 farkl



96

derisim seviyesinde 6 tane hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizleri ayni
gunde 3‘lu tekrar ile yapiimigtir, elde edilen bulgularin BSS degerleri %
0.1069 - 0.6392 olarak bulunmustur. Gunler arasi galismalar ise; ug farkh
derigim seviyesinde ardigik alti ayri gunde hazirlanan ¢ozeltilerin analizi ile
yapiimis ve elde edilen bulgularin BSS degerleri OSWV yontemi icin %
0.1494 -0.4580 olarak bulunmustur (Tablo 4.5)

Geligtirilen OSWV yonteminde gun igi ve gunler arasi igin % 0.6392’in
altinda kalan BSS degerlerinin elde edilmis olmasi yontemlerin kesinligini,
% bagil hata degerlerinin 1.15’den az olmasi ise ydntemin dogrulugunu
gOstermektedir. Kesinlik ve dodruluk igin kaynaklarda bildirilen kabul
edilebilirlilik dlgutlerinden ¢ok daha dusuk degerler elde edilmistir.

Dogruluk, deneysel degerin gercek degere yakinhdinin gostergesidir.
Gelistirilen OSWYV ydnteminin gun i¢i ve gunler arasi dogruluk calismalari ile
dogrulugunun yliksek olmasinin goésteriimesinden sonra gelistirilen OSWV
yonteminin kaynaklarda bulunan valide edilmis ve farmasotik preparatlara
uygulanmig iki yontemle de Kkarsilastirilarak  yontemin dogrulugu test
edilmigtir.

Plasebo (etken maddesiz yardimci maddeleri (matriks) igeren
preparat) Uzerine bilinen miktarlarda eklenen standartla (sentetik tablet)
yapilan geri kazanim galigmalari ile de dogruluk test edilmistir.

5.4.5. Saglamhk

Bir yontemin saglamligi yontem parametrelerinde yapilan kaguk kasitli
ve planh degisikliklerden etkilenmeden optimum kosullardaki degerlere ¢ok
yakin olabilme durumudur ve bu durumda ydntemin guvenilir oldugunu
gOsterir. Saglamlik ¢alismalari igin optimum kosullarda planli ve kasitl olarak
kuguk degisiklikler yapilarak analiz sonuglarina etkisi incelenmistir (52). Bu
calismalar OSWV yoéntemi icin 2.91 pg mL™ derisimde gerceklestirilmigstir.
Her bir degisiklik, optimum kosullardaki 2.91 nug mL™" derisimdeki standart
rosuvastatin  kalsiyum c¢oOzeltilerinin  sonuglari ile istatistiksel olarak
kargilagtinimigtir. Tum karsilastirmalarda ty degeri tr degerinden buyuk

oldugu igin analizler arasinda fark olmadigi sonucuna variimistir (Tablo 4.7)
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5.4.6. Tutarlhihk

Tutarhlik analiz kosullarinda yapilan farkh analizci, farkli cihaz gibi
degisikliklerde analiz sonuglarinin yeniden uygulanabilirliginin gosterilmesidir
(55).

Geligtirilen OSWV yéntemi ile rosuvastatin kalsiyum’un analizinde
tutarlik calismalari icin farkh analizci etkisi arastirlmis ve bulunan degerler
istatistiksel olarak karsilastiriimistir (56). Bu ¢alismalar OSWV yontemi igin
dogrusallk arali@i igindeki bir derisim olan 291 pug mL"de
gercgeklestiriimistir. Elde edilen her iki analizci bulgulari arasinda istatistiksel
olarak yapilan t testi sonucunda fark bulunmamasi yéntemin tutarli oldugunu
gostermektedir ( ty = 10.00 > tr = 0.00( p > 0.05)) (Tablo 4.8).

5.4.7. Ozgiinliik (Segicilik)

Ozgunlik (secicilik) analizi yapilan etkin maddenin analiz cevabinin
tim diger yardimci maddeler varliginda dogru olarak olgulebilmesidir.
Olglilen cevabin sadece analizi yapilan maddeye ait oldugunun gostergesidir.

Geligtirlen OSWV yonteminin 6zgunligu ayni derisimde hazirlanan
plasebo, standart, tablet ve  sentetik preparat  ¢ozeltilerinin
voltamogramlarinin  karsilastirilmasi ile gdsterilmistir (Sekil 5. 3.a-d).
Voltamogramlar incelendiginde secilen kosullarda girisim olmadigi
saptanmigtir. Boylece yontemin segiciligi kanitlanmistir.
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a- b
-s =
_E 8
* 3
Potasszvel (V) (AgAgCTe karg) Petansivel (V) (Ag‘AgCTe karg)
c d -
- "E
i A
3 =

Pecansivel (V) {Ag'/AgCTe karp Potamsivel (V) (Ap AgCTe karg)

Sekil 5. 3. a) Plasebo cozeltisi b) Standart c) Crestor® tablet d) Sentetik
tablet ¢ozeltisine ait voltamogramlar

Rosuvastatin kalsiyum derisimleri 2.91 pug mL"dir
( y g

Yontemlerin 6zgunlugu, bolum 3.2.4'de anlatildigi gibi hazirlanan 10
mg rosuvastatin kalsiyum iceren sentetik preparatlarin, gelistirilen OSWV
yontemi ile analizi yapilarak degerlendirilimistir. Elde edilen veriler Tablo
4.9'da verilmigtir. Bu analizlerde standart rosuvastatin kalsiyum ¢ozeltisinde
oldugu gibi OSWYV yonteminde -1184 mV'’da, rosuvastatin kalsiyum ait pikler
elde edilmigtir. Baska bir pike rastlanmamistir. Farmasotik preparatlarda
bulunan yardimci maddelerle herhangi bir etkilesim olmadigi gézlenmigtir.

OSWYV yonteminin 6zgunlugu, yani farmasotik preparattaki yardimci
maddelerin (matriks etkisi) rosuvastatin kalsiyumun analizini etkileyip,
etkilemedigi standart ekleme yodntemi ile de test edilmistir. Bu, standart
ekleme yonteminin tablet ¢ozeltilerine uygulanmasi ile gdésterilmistir. OSWV

yontemi igin standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisinin
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denklemi y = 337.82x + 996.05 olarak bulunmustur. Bu denklemin egiminin,
olusturulan kalibrasyon egrilerisinin egimine (336.6) c¢ok yakin bir deger

olmasi matriks bilesenlerinin girisim yapmadigini gostermigtir.

5.4.8. Geri Kazanim

OSWYV yénteminin dogrulugunun kanitlanmasi amaciyla geri kazanim
caligmalari yapilmigtir. Bunun igin 10 mg rosuvastatin kalsiyum igceren
sentetik tablet preparatindan geri kazanim c¢aligsmalari yapilmistir.
Kaynaklarda geri kazanim kriteri %100 * 2 olarak belirtilmigtir. Tablo 4.9’da
goruldugu gibi geri kazanim degeri; OSWV yontemi icin % 100.25 olarak
hesaplanmigtir (n =6). Bu sonug¢ verilen kriter araligina girmektedir. Ayrica
tekrarlar arasindaki BSS degeride dusuktur. Bu sonuglar gelistirilen OSWV

yonteminin dogrulugunun diger bir kanitidir.

5.5. OSWV Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Geligtirilen voltametrik yontemin, gecerli (valide) oldugu tum
validasyon parametrelerinin kabul edilebilir sinirlarda bulunmasi rosuvastatin
kalsiyumun farmasoétik preparatlardan analizi igin uygulanabilir oldugunu
gOstermektedir.

Bunun icin, OSWV yontemi rosuvastatin kalsiyum igeren Crestor®
ticari isimli farmasotik preparatlara (tablet) uygulanmistir (Tablo 4.10).

Kalibrasyon dogrusunun egimi 336.6 ve standart ekleme yonteminin
egimi ise 337.82°dir. Kalibrasyon egrisi yontemi ve standart ekleme yontemi
ile elde edilen egrilerin egimlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle

analizler kalibrasyon egrisi yontemi ile yapiimistir.

5.5.1. OSWV Yonteminin Kaynaktaki Baska Bir Yontemle
Karsilastiriimasi
Geligtirilen OSWYV yonteminin dogru ve gecerli olabilmesi icin diger bir
yol da yoOntemin prepratlara uygulanmasi ile elde edilen sonuglarin
kaynaklarda gecerli olan baska bir yontem ile karsilastirilarak aralarinda

istatistiksel olarak fark bulunmadiginin gosterilmesidir. Bu nedenle gelistirilen
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yontemler TUrkiye piyasalarinda bulunan ve 10 mg rosuvastatin kalsiyum /
tablet iceren Astra Zeneca firmasina ait Crestor® tabletdeki rosuvastatin
kalsiyum miktar tayini icin uygulanmigtir (Tablo 4.10) Elde edilen sonuglar,
karsilagtirma yontemlerinden (8,9) elde edilen analiz sonuglari ile Wilcoxon
Eslestiriimis iki Ornek Testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastiriimistir
(56). Sonugta gelistirilen OSWV ydntemi igin karsilastirma yontemi olarak
kullanilan spektrofotometrik yontem (8) ve kapiller elektroforez yontemi (9) ile
arasinda fark olmadigi bulunmustur. (UV iginty =10>1t;=0, CE iginty =7 >
tr = 0). Ayrica her Ug¢ yontem de kendi aralarinda tek yonla varyans analizi
uygulanarak birbirleriyle karsilastiriimis ve aralarinda fark olmadigi
bulunmustur (F4=0.597 < Fy=19.43, p < 0.05) (Tablo 4.10).

5.6. Donusimlu Voltametri (CV) ve Kronoamperometri (CA)

5.6.1. CV ile Akimin Karakterinin Bulunmasi

Akiminin  karakterini belilemek amaciyla donugumlu voltametri
deneylerinde elde edilen sonuglar, tarama hizinin karekdkine karsi pik akimi
degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 5. 4). Sekil 5. 4de de goéruldugu gibi
dogrusal bir grafik elde edilmigtir. Bu da gerceklesen reaksiyonun difuzyon
kontrolli oldugunu gostermektedir. Ayni sekilde tarama hizinin logaritmasina
(log v) karsi pik akiminin logaritmasi (log ip) grafige gegirildiginde (Sekil 5. 5)
elde edilen dogrunun egimi 0.5’e ¢ok yakin bir deger bulunmustur. Bu da

gerceklesen tepkimenin difuzyon kontrolli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5. 4. Tarama hizinin karekokune kargi pik akimi grafigi
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Sekil 5. 5. Tarama hizinin logaritmasina (log v) karsi pik akiminin logaritmasi

(log ip) grafigi

Sinir akiminin CV ile incelenmesinde daha ayrintili bilgiler edinilebilir.
10.00 pyg mL™ derisiminde rosuvastatin kalsiyum déntsiimli voltamogrami
Sekil 4. 9’da verilmistir. Tarama hizi arttikga rosuvastatin kalsiyumun pik
akimi da artmaktadir (Sekil 4. 10). Tarama hizi artisi ile rosuvastatin
kalsiyumun pik potansiyelinin degistigi gozlenmistir.

Doénusimld  voltamogramda bir 6n pik gdzlenmesi indirgenme
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arlnunudn elektrot yizeyinde adsorblandigini, arka pik gdézlenmesi ise analiz
edilen maddenin adsorblandigini gdsterir (57). Buna gére doénusumlu
voltamogramda 100 mV/sn tarama hizinda kaydedilen voltamogramda 6n pik
gozlenmediginden elektrot yuzeyinde indirgenme arindndn

adsorblanmadigini sdyleyebiliriz.

5.6.2. CV ile Elektrot Tepkimesinin Tersinirliginin Bulunmasi

Elektrot yuzeyinde maddenin indirgen veya vyukseltgen formlar
arasinda denge hizli olugsuyorsa sistem tersinir demektir. Tersinirlik genellikle
kullanilan voltametrik teknigin zaman araligina bagli olarak tanimlanir.

Potansiyometri 10 s-dak, polarografi 0.1-1.0 s, donisumlu voltametri
10* 102 s gibi degisik teknikler igin farkli zaman araliklari oldugundan
tersinirlik uygulanan teknige goére degisir (58). Tersinir elektrot
tepkimelerinde, pik potansiyeli damlama suresi ile degismemesine karsin
tersinir olmayan tepkimelerde damlama suresi arttikga pik potansiyeli negatif
degerlere kayar. Donusumlu voltametri ile yapilan tersinirlik testlerinde
asagidaki sonuglar elde edilmigtir.

Tersinir sistemlerde butun potansiyellerde elektron aktarim hizi kitle
aktarim hizindan buyuktur ve Nerst esitligi elektrot ylzeyinde gecerlidir.
Tersinmez sistemlerde ise elektron aktarim hizi yeteri kadar buyuk
olmadigindan Nerst esitligi gecerli degildir.

Tamamen tersinmez bir sistemin en dnemli belirtisi ters tarama pikinin
(anodik pik) gozlenmemesidir.

Tersinmez bir reaksiyonun kriterleri

1. Anodik pik gézlenmez (ters tarama piki gézlenmez).

2 |pk w0 /112

3. E)f kaymasi 25°C'de tarama hizindaki 10 birimlik artmada

30/acnedir.

4. | Ep-Eppl =48 /(acng) mV'dur.

Ters taramada anodik pikin gézlenmemesi de tersinmez bir sistemin
en Onemli godstergesi oldugundan rosuvastatin kalsiyumun indirgenme

tepkimesinin tersinir olmadigina karar verilmistir.
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Pik akiminin tarama hizinin kare koku ile degisim grafigi (Sekil 5. 4)
tersinmez tepkimenin grafigine benzemektedir ve orjinden gegmemektedir.

CV calismalarinda (Sekil 4. 10) pik potansiyelinin tarama hizi arttikga
negatif potansiyele kaymasi da tersinmezlik gostergesidir.

Elde edilen bu sonuglara gore indirgenme tepkimesinin tersinmez

oldugu diasunulmektedir.

5.6.3. CV ile an Degerinin Bulunmasi

Elektron tepkimelerinde aktarilan elektron sayisi CV yontemi ile 6 kez
tekrar edilmis ve her bir sonucun ortalamasi alinarak rosuvastatin kalsiyum
icin a n de@eri hesaplanmistir.

Ep-Ep/2 = 0.048/an (V)

a: Elektrot reaksiyonunun yuk transfer katsayisi

n: Aktarilan eletron sayisi
a n= 1.16 olarak bulunmustur. Bulunan degerlerin ortalamasi alinarak olasi
mekanizmaya gore aktarilan elektron sayisi 2 alinirsa a=0.6 (tersinmez

reaksiyonlar i¢in a < 1°dir) olarak hesaplanmistir (31).

5.6.4. CA ile Difuzyon Katsayisinin Bulunmasi
Rosuvastatin  kalsiyumun difizyon katsayisi kronoamperometrik
yontem ile 6 kez tekrar edilmis ve her bir sonucun ortalamasi alinarak Cottrell

tarafindan turetilen asagidaki esitlikten faydalanilarak hesaplanmigtir.

i= (nFAD"Cp)/ (m'2t"?)

i = Akim (A)

n = Aktarilan elektron sayisi

F = Faraday sabiti (99.485 C/eq)

A = Elektrot alani (cm?)

D = Difiizyon katsayisi (cm?s)

Co = Maddenin konsantrasyonu (mol/cm? )

t=zaman (s)
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Bulunan degerlerin ortalamasi alindiginda rosuvastatin kalsiyum igin

difiizyon katsayisi 5.79x10°+2.231x10® cm?/s olarak hesaplanmistir (33).

5.7. Olasi Mekanizma Onerisi

Rosuvastatin kalsiyumun elektrokimyasal olarak indirgenmesi ile ilgili
kaynaklarda bir bulguya rastlanmamigtir. Aktarilan elektron sayisi CV
yontemi ile 2 bulunmustur.

Rosuvastatin kalsiyumun pH 4.47 asetat tamponunda DPP yontemi ile
yapilan polarografik calismada indirgenme basamaginin buyuk olasilikla
heterosiklik halkadan veya alternatif olarak tekli bagin kirilmasindan olustugu
ifade edilmektedir (16).

Rosuvastatin kalsiyum molekult pirimidin  halkasi icermektedir. 2
elektron transferi ile -1184 mV’da indirgenmeye ait pikin (Sekil 4.6.) asagida

verilen pirimidin halkasindaki azot karbon cifte bagi Gzerinden

H,
N —,H+ : o _ +
kO oL Hl\i J e~ H Hlk |
N N *N-
pirimidin Jr
dimer

veya metil silfonil amino grubu seklindeki sulfonil (SO3) grubuna bagh metil
arasindaki tekli bagin kopmasi tepkimesine gére oldugu dusunutlmektedir
(42).

2e~

X=-OR veya -R
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6. SONUG VE ONERILER

Bu tezde, yuksek kolesterol ve lipit dizeylerinin, diyet, egzersiz, kilo
verme gibi farmakolojik olmayan tedavilerle dusurulemedigi, primer
hiperkolesterolemi ve kombine dislipidemili hastalarda diyete yardimci
olmak Uzere kullanilan rosuvastatin  kalsiyumun elektrokimyasal
yontemlerden OSWV yontemi ile farmasoétik preparatlardan analizi
gerceklestiriimis ve rosuvastatin kalsiyumun elektrokimyasal davraniglari
incelenmistir.

Rosuvastatin kalsiyumun indirgenmesi sonucu olusan akimin difizyon
kontrolli oldugu bulunmustur. Ayrica tersinirlik testleri incelendiginde elde
edilen sonucglara goére indirgenme tepkimesinin tersinmez oldugu
dusunulmektedir.

CV ve kronoamperometri yontemleri ile vyapilan c¢alismalarda
rosuvastatin kalsiyumun diflizyon katsayisi 5.79x10°+2.231x10° cm?/s
olarak, aktarilan elektron sayisi ise 2 olarak hesaplanmigtir.

Geligtirlen OSWV yoOnteminde, optimize edilmis en uygun kosullar
0.01 M pH 5 asetat tamponu, frekans 70 Hz, adim yUksekligi 4 mV ve puls
genligi 25 mV olarak belirlenmigtir. Rosuvastatin kalsiyuma ait pik potansiyel
degeri -1184 mV’ gbzlenmisgtir.

Geligtirilen OoSwyv yonteminin validasyon parametreleri
degerlendirilmis ve gegerlilikleri kanitlanmigtir.

Valide edilen OSWV yontemi Turkiye piyasalarinda bulunan
rosuvastatin kalsiyum iceren Crestor® ticari isimli farmasotik preparatlarin
analizine basari ile uygulanmistir.

Tez kapsaminda gelistirilien bu OSWV yontemi, kararlilik, dogruluk,
duyarlik, kesinlik, saglamlk, tutarlihk ve 0zgunluk gibi validasyon
parametreleri acgisindan iyi sonuglar vermesi yani sira, rosuvastatin
kalsiyumun analizi igin simdiye kadar kaynaklarda voltametrik yontemler ile
analizinin yapilmamig olmasi, basit ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle
kaynaklardaki rosuvastatin kalsiyumun analizi i¢in gelistiriimis yontemlere

alternatif bir ydntem olarak sunulmustur.
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Geligtirilen OSWYV voltametrik ydntem ve karsilastirma yontemi olarak
kullanilan spektrofotometrik (8) ve kapiler eletroforez yontemleri (9) ile elde
edilen sonuglarin istatistiksel degerlendiriimeleri neticesinde validasyon
parametrelerinin uygun degerde bulunmasi, kaynaklardaki kargilastirma
yontemleri ile arasinda istatistiksel fark olmamasi; bu yéntemin valide ydntem
oldugunu bir kere daha ispat etmektedir.

Bir yontemin duyarlih@i birim derisim artigina karsilik gbzlenen sinyalin
bayukligune baghdir. Bu deger kalibrasyon egrisinin egimi ile verilmektedir.
Egim ne kadar buylkse yontemin duyarliidi da o kadar yUksektir. Alt tayin
sinirinin - kiglk olmasi da yoéntemin duyarlihdinin  blyldk oldugunun
gostergesidir. OSWV, yontemine ait kalibrasyon dogrusunun egimi 336.6°d1r.
Ayrica alt tayin sinin 0.20 png mL"dir. Karsilastirma yontemlerinde
spektrofotometrik ve CE yOnteminin kalibrasyon egrisinin egimleri sirasi ile
0.0447 ve 0.0310 olarak bulunmustur. LOQ degerleri ise sirasiyla 1.00 ve
3.00 ug  mL™"dir. Dogrusallik araligi 1.00 — 60.00 pug mL™" ve 3.00 — 200.00
ug mL™" olarak bulunmustur.

Bu sonuglara gbére OSWV yontemi her iki yodntemle de
kargilastirildiginda, spektrofotometrik ve kapiller elektroforez yontemine gore
daha duyarl ve hizli bulunmustur.

Elektrokimyasal yontemlerle duyarligin yliksek olmasi nedeniyle ¢ok
dusuk tayin sinirlarina ulasilabilme imkani saglayan, rosuvastatin kalsiyumun
farmasotik preparatlardan analizi igin gelistirilen OSWV yonteminin, daha
sonra biyolojik materyallerden analizlerinin yapilmasinda da kullanilabilecek
bir yontem olabilecedi disunilmektedir.

OSWV yontemi, rosuvastatin kalsiyumun farmasétik preparatlardan
tayini icin dogru, kesin, duyarl, segici, tekrarlanabilir, saglam ve tutarh bir
yontem olup rutin analiz laboratuvarlarinda kalite kontrol amaciyla

kullaniimasi onerilebilir.
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EKLER

Ek 1. Korrelasyon Katsayisi ve Dogrusalliktan Ayriig Onem
Kontrolii

Bulunan korrelasyon katsayisinin dnemli bir katsay1 mi yoksa tesadufe
bagli bir katsay1 mi oldugu test edilmistir.

Testin yapiminda islemler:
1. Ho: Korrelasyon katsayisi tesadufe bagli bir degerdir (r = 0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

1-¢| 112

Sr= _ (Korrelasyon katsayisinin standart hatasi)

3. Yanilma olasiligi olarak o = 0.05 segilmistir.

4. Serbestlik derecesi =n —2

5. a = 0.05 duzeyinde ve 4. Madde de bulunan serbestlik derecesinde tablo
t degerine bakilir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden bluyukse Hg
hipotezi reddedilir, kiicikse kabul edilir.

7. Karar: Korrelasyon katsayisi onemli bir degerdir, tesadifen bulunmus bir
deger degildir (t = Hesapla bulunan deger, p < 0.05) veya korrelasyon
katsayisi 6nemli bir deger degildir, tesadufen bulunmus bir degerdir (t =

Hesapla bulunan deger, p > 0.05).
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Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii
Kareler toplamlari bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):

2
( Zx)(Zy)
XXy -
n
RKT =
(2x)*
X2 -
n
b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):
(Zy )
YOAKT = 5y?-—
n

c) Regresyondan Ayrilis Kareler Toplami = RAKT = YOAKT - RKT
Serbestlik dereceleri bulunur:

a) Regresyon Serbestlik Derecelesi (RSD) = 1

b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi = YOASD = n-1

c) Regresyondan Ayrilis Serbestlik Derecesi = RASD = YOASD - RSD

. Kareler ortalamalari bulunur:

a) Regresyon Kareler Ortalamasi = RKT / RSD
b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi = RAKO = RAKT / RASD

. Ho = Derigim ile detektdr cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.

Yanilma olasiligi a = 0.05 secilmigtir.

F = RKO / RAKO

p = 0.05 duzeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.

Karsilastirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden blytkse Hp

hipotezi reddedilir, kiicikse kabul edilir.
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9. Karar: Derisim ile detektdér cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (F =
Hesapla bulunan, p< 0.05) veya dogrusal degildir (F = Hesapla bulunan, p
> 0.05).

Kesisimin sifirdan ayrilisinin 6nem kontroli

1 1/2

22— (Zx)?/n (1 - r)* (n-1)

Syx =
n-1 n-2

S = (S’ [(1/n) + X/ (2 = (2% /)]
Ho = Kesisim degeri (a) sifira esittir.
Yanilma olasihgi p = 0.05 secilmigtir.

th= a / SH(a)

2N T

o = 0.05 duzeyinde tr degerleri bulunur.

3. Karsilastirma: Hesapla bulunan t de@eri tablo t dederinden buylkse Hg
hipotezi reddedilir, klicikse kabul edilir.

4. Karar: Kesisim degeri sifira esittir (ty = Hesapla bulunan, p > 0.05)
veya Kesisim degeri sifirdan farklidir (t; = Hesapla bulunan, p < 0.05).



Ek 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS)= STXSx 100

SS: Standart Sapma

X: Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

% Bagil Hata (%BH) :| (OlmaS| gereken miktar —Bulunan mlktar)|

Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

SS
Standart Hata (SH) = —

Jn
SS: Standart sapma
n: Olglim sayisi
%Geri Kazanim Hesaplanmasi

Bulunan miktar
% Geri Kazanim = : x 100
Olmasi gereken miktar

Evren Ortalamasi Guven Araliginin Hesaplanmasi
uz)_(J_rS)—(t veya )_(—S)—( <u<)_(+8;(
u  : Evren ortalamasi
X : Orneklem ortalamasi
Sy :Standart hata
t : Secilen yanilma duzeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t

tablosundaki deger.

x100
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Ek 3. Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi

Ayni drneklerin degisik iki durumdaki dlgim sonuglari arasinda fark

olup olmadiginin belirlenmesinde n<25 ise uygulanan 6nemlilik testidir.

Ho = iki yéntemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

a=0,05 yanilma duzeyi secilmistir.

Test istatistiginin hesaplanmasi:
iki ydbntemden elde edilen sonuglar iki siitun seklinde yanyana yazilir. Sagda
yeni bir sutuna satirlar arasindaki farklar +/- igaretleriyle birlikte yazilir.
Ardindan farklar kugukten buyuge dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira
no.larin énlne farklardaki +/- isaretleri yazilir. + ve - isaretli sira no. gruplari
arasinda isareti sayica fazla olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla
bulunan T degeridir (Ty).

Olgiim sayisi (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.

Karar:
a) Ty>T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (Ty=
Hesaplanan T degeri, p<0,05)
b) Tu<T; ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (Ty=

Hesaplanan T degeri, p>0,05)
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EK 4. Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi

Yontemlerin karsilastirimasinda, yontemler arasinda fark bulunup
bulunmadigini kontrol etmek icin Tekrarli Olglimlerde Varyans Analiz testi
uygulanir.

1. Kareler toplamlari bulunur

a) Genel kareler toplami (GnKT)

(=x )
GnKT = 2x* - ——
n

b) Gruplar arasi kareler toplami (GAKT)

(Zx) 2 (=x )
GAKT=Y | ———— -

N; n

c) Denekler arasi kareler toplami (DAKT)

(Her bir satir toplami) 2 (2x)?
DAKT =X -

|__Her bir satirdaki 6lgim sayisi_| n

e) Etkilesim (hata) kareler toplami = HKT = GnKT — GAKT — DAKT
2. Serbestlik derecelerinin bulunmasi

a) Genel serbestlik derecesi = GnSD =n;j x k-1

b) Gruplar arasi serbestlik derecesi = GASD =k — 1

c) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD = n; — 1

d) Hata serbestlik derecesi = HSD = (n;— 1) x (k= 1)

3. Kareler ortalamasinin bulunmasi

a) Gruplar arasi kareler ortalamasi = GAKO = GAKT / GASD
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b) Denekler arasi serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD

c) Hata kareler ortalamasi = HKO = HKT / HSD

4. Ho= YoOntemler arasinda fark yoktur.

H1 = En az bir 6lgim digerlerinden farkhdir.

5. Yanilma olasiligi p = 0.05 secilmigtir.

6. F = GAKO /HKO

7. o = 0.05 dizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo
F degerleri bulunur.

8. Kargilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden
blylkse Hy hipotezi reddedilir, kligikse kabul edilir.

9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p <
0.05) veya yontemlerden en az biri farkhdir (F = Hesapla bulunan, p < 0.05).
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EK. 5
= -
7 °
’Y DRr.REDDY'S
UNIT- 1l
Factory : Plot No. 116, 1.D.A., Bollaram,
Narsapur Tq, Medak Dt., A.P., INDIA, Ph. : 08458-279485
CERTIFICATE OF ANALYSIS OF REFERENCE STANDAR[g e
J&C__, ,'”
Product  Rosuvastatin calcium Source Batch No : ROS/B690/XIA/I3
‘Batch No. - RCWS0301 AR. No. - ADBK0018
|
iDate of evaluation : 21/01/2003 Valid up to : December,2003
» TEST RESULT 4 SPECIFICATION
‘5‘\ No
l n Description Off-white colored powder White to ofl white colored powder
1
i —
AT Identification
i a) UV Maximum found at 243 nm
i b) Test for calcium Positive Positive .
U3 Water by KF 3.84% Not more than 6.0%.
|
04 Calcium content 4.0% : Should be between 3.5% 0 4 5%,
0s. Heavy metals Less than 20 ppm. Not more than 20 ppm.
: 16 Related subsiances by
o HPLC 0.61% Not more than 1.0%
e T Assay (on mass 99.3% Not less than 98.0%
: balance)
[ —

REMARKS | THE SUBSTANCE WAS PREPARED AS REFERENCE STANDARD, IT CAN BE USED AS
WORKING STANDARD FOR REGULAR ANALYSIS.

Compiled by Checked by: M~ Head-Quality Control . Loy
o>

S 3 9 % 4 ) w
Date Date: 1—‘\0\ Date : s\ol 2



121

"Y’ DR.REDDY'S

UNIT-1l
Factory : Plot No. 116, L.D.A,, Bollaram,

Narsapur Tq, Medak Dt., A.P., INDIA, Ph. : 08458-279485

CERTIFICATE OF ANALYSIS OF REFERENCE STANDARD

PZIE‘L" u

|Product -

'
|
]Balch No

- Rosuvastatin calcium

Source Batch No

ROS/B690/XIA/I 3

RCWS0301 A.R. No. . ADBKO0O01§
|Date of evaiuatan  21/01/2003 Valid up to : December,2003
s TEST RESULT SPECIFICATION
> N
108 Residual
i solvents/Organic
i volatile impunties
| .
i a) Methanol 367ppm For information *
!
: b} lsopropyl alcohol 27ppm
i
| ¢) Accionitrile Not detected
d) Tewrahydrofuran Not detected
¢) Cyclohexane Not detected
f) Toluene 3lppm

=4
=

REMARKS = THE SUBSTANCE WAS PREPARED AS REFERENCE STANDARD, IT CAN BE USED AS
WORKING STANDARD FOR REGULAR ANALYSIS.

Compiled by - %

Daie J-]c-]—'“' >

<t
Checked by: 5’)&/ . Head-Quality Control : L4
£ «

Date:

» \c‘\y

Date :

!

z\.‘-x."' )
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DR.REDDY'S

A R e

Unit-3
Factory : Plot No. 116, I.D.A., Bollaram,
Narsapur Tq, Medak Dt., A P., INDIA, Ph. : 08458-279485.

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product . Rosuvastatin Calcium
Batch No. . ROS/C140/X1A/27 Reference . 380-08TSRC-001/03
Batch Quantity :0.38 Kg Date of Manufacture : 21/04/2003
AR No. : ADFK0063 Re - Test Date . March, 2004
Customer name : Date Analyzed : 2710/2003
S.No | TEST RESULT SPECIFICATIONS
/101 Description Light yellow coloured White to light yellow coloured
- powder powder.
02 Solubility Soluble in N,N- Soluble in N,N-dimethylformamide
dimethylformamide
03 Identification
a) UV Similar to working Should match with working standard.
standard.
b) Test for calcium Positive Positive
04 Water by KF 353 % Not more than 6.0%.
05 Calcium content 398 % Should be between 3.5 % to 4.5 %.
06 Specific optical rotation +15.53° Between +14° and +19°
At 25°C( 0.5% solution in 50%
methanol)
—07 Heavy metals Less than 20 ppm. Not more than 20 ppm.
08 Related substances by HPLC
a. Rosuvastatin Ester 0.01 % Not more than 0.3 %
b. Rosuvastatin Lactone 0.15% Not more than 0.3 %
c. Any unknown impurity | 0.11 % Not more than 0.3 %
d. Total impurities 045 % Not more than 1.0 %
09 Assay ( on anhydrous basis) 100.1 % Not less than 98.0% and not more than
102.0%

The product CONFORMS to the specifications.

WS

Compiled by : S8~ CheckedM HAMFARED - G,

Date . Date : \0'5 Date %}
O

N a\o>
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