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OZET

Amlodipin ve Rosuvastatin Etkin Maddelerinin Farmasotik Preparatlarda Kare Dalga

Voltametri Yontemi ile Ayn1 Anda Miktar Tayini

Amag: Bu calismada amlodipin ve rosuvastatin elektrokimyasal davraniglari, platin

elektrotta asetonitrilde Kare Dalga Voltametri yontemi ile incelendi.

Materyal ve Metot: Amlodipin ve rosuvastatinin doniisiimlii voltamogramlari
yaklasik olarak platin elektrotta +1.15 ve +1.61 V da yiikseltgenme piki gozlenmistir.
Dogrusallik, kesinlik, dogruluk, stabilite, tayin edilebilme sinir1 ve miktar tayin sinir1 gibi

parametreler ICH Guidelines’e gore ¢aligildi.

Bulgular: Kare Dalga Voltametri yénteminin kalibrasyon egrisi 5-40 pug ml! derisim
araliginda dogrusaldir. Amlodipin ve rosuvastatin igin giini¢ci ve giinler arasi kesinlik

degerleri % 5.34’ten ve dogruluk (bagil hata) % 6.25ten kiigtiktiir.

Sonugc: Gelistirilen bu yontem ile amlodipin ve rosuvastatin etkin maddelerini igceren

Rosucor Plus preparatinda miktar tayini yapildi. Elde edilen analiz sonuglar1 degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Amlodipin, doniisiimlii voltametri, kare dalga voltametri,

rosuvastatin, tablet



ABSTRACT

Simultaneus Quantitation of Amlodipin and Rosuvastatin Effective Substances in the

Pharmaceutical Preparations with Squance Valve Voltammetry Method

Aim: In this study, electrochemical behaviors of amlodipin and rosuvastatin were

investigated on platin electrode in acetonitrile by Square Wave Voltammetry method.

Material and Method: Cyclic voltammograms of amlodipin and rosuvastatin were
observed oxidation peak at about +1.15 V and +1.61 V on platin electrode. Parameters such as
linearity, precision, accuracy, stability, limit of detection and limit of quantification were

studied according to the ICH Guidelines.

Results: Calibration curve of Square Wave Voltammetry method was linear between
the concentration range of 5-40 ug ml'. Within- and between-day precision values for
amlodipin and rosuvastatin were less than 5.34% and accuracy (relative error) was better than

6.29%.
Conclusion: Quantitation of amlodipin and rosuvastatin was performed with this
method which is developed in Rosucor Plus pharmaceutical preparation containing the

amlodipin and rosuvastatin effective substrances. Obtained analysis results were evaluated.

Key Words: Amlodipin, cyclic voltammetry, rosuvastatin, square wave voltammetry,

tablet
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1. GIRIS
Amlodipin (AML), dihidropiridin sinifindan bir kalsiyum kanal blokoriidiir.
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan AML, kalsiyum iyonunun miyokard ve diiz kas hiicre
membranindaki kalsiyum kanallar1 yoluyla hiicre igine girisini inhibe ederek viicudun kan
basincini diisiiriir. Rosuvastatin (ROS) ise; 3-hidroksi 3-metilglutaril koenzim A’nin
selektif ve kompetetif bir inhibitoriidiir. ROS primer hiperkolesterolemi ve kombine
dislipidemili hastalarin tedavisinde kullanilan bir ilagtir!.

Rosucor Plus, statinler olarak isimlendirilen bir ila¢ grubunda yer alan AML ve
ROS’un kombinasyonudur. Rosucor Plus yiiksek kolesterol ve ayni zamanda angina adi
verilen belirli tip gogiis agrisi veya yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilmaktadir’.

Literatiir taramasinda, farmasotik preparatlarda ve biyolojik sivilarda AML veya
ROS etkin maddesinin miktar tayini i¢cin Yiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi
(HPLC), UV-Goriiniir Bolge Absorbsiyon Spektrofotometri, FT-IR Spektrometri ve Sivi
Kromatografi-Kiitle Spektrometri (LC-MS) yontemleri ile ilgili ¢aligmalara ulasildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda AML ve ROS etkin maddesinin bir arada tayinine
iliskin herhangi bir Kare Dalga Voltametri yontemine rastlanmadi. Bundan dolay1 etkin
maddelerin ¢oziilecegi ¢ozelti ortam pH’sinin, tampon ¢dzelti bilesiminin, potansiyel
tarama hizinin, destek elektroliti cinsinin ve ¢esitli parametrelerin etkisi arastirilarak Kare
Dalga Voltametri yontemi optimize edildi. Uygun ortam sartlar1 belirlendikten sonra, Kare
Dalga Voltametri yonteminde belirleyicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, gerikazanim,
teshis limiti, miktar tayin sinir1 ve kararlilik parametreleri ile yontem validasyonu
(gecerlilik testi) yapildi. Ayrica AML ve ROS’un kombine farmasdétik preparatlarinda

miktar tayini de yapild.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amlodipin

AML (Sekil 2.1) dihidropiridin sinifindan bir kalsiyum kanal blokoriidiir. Kalsiyum
iyonunun miyokard ve diiz kas hiicre membranindaki kalsiyum kanallar1 yoluyla hiicre
icine girigini inhibe eder. AML diiz kas hiicreleri icin selektiftir. AML transmembran
kalsiyum akimimi engelleyerek periferik arteriyollerde vazodilatasyon yapar, periferik
rezistans1 ve sistemik kan basmcini disiiriit. AML agiz yoluyla alindiktan sonra iyi
absorbe olur, 6-12 saat sonra doruk plazma konsantrasyonlar1 olusur. Dolagimdaki ilacin %
93’ii plazma proteinlerine baglidir. AML yogun bir hepatik metabolizma (% 90) ile inaktif
metabolitlere doniisiir ve ilacin % 10’u degismemis olarak, % 60’1 metabolitler seklinde
idrarla atilir. Plazmadan terminal eliminasyon yar1 dmrii 30-50 saattir. Art arda her giin

verildiginde 7-8 giinde kararli durum plazma diizeyleri olusur'.

O/\V/NHz

O_ _CH,
~ 0—S—0

OH

Sekil 2.1. AML’nin kimyasal yapisi
AML hipertansiyon tedavisinde endikedir ve gerek yalniz basina monoterapi olarak
gerekse diger antihipertansif ilaglarla kombine olarak kullanilir. AML kronik stabil angina
pektoris tedavisinde endikedir ve gerek yalniz basina monoterapi olarak gerekse diger
antianjinal ilaglarla birlikte kullanilir. AML gerek teshisi kesinlesmis gerekse varligindan
siphe edilen vazospastik angina pektoris tedavisinde endikedir. Bu amacgla gerek

monoterapi olarak yalniz basina gerekse diger antianjinal ilaglarla kombine olarak



kullanilir. AML, dihidropiridinlere ve tabletteki maddelerden herhangi birine karst asir
duyarlilig1 olanlarda kontrendikedir'.

AML iyi tolere edilir. Bildirilen yan etkilerin cogu hafif ve orta derecededir. Tedavi
sirasinda en sik goriilen yan etkiler sunlardir: 6dem, bas donmesi, yorgunluk, bas agrisi,
carpinti, kizarma, bulanti, karin agris1 ve uyuklama. Asagidaki yan etkiler hastalarin %
1’den azinda goriilmiis olup ilacla nedensellik iliskisi olup olmadig: belli degildir: Aritmi,
postural hipotansiyon, tremor, vertigo, diare, flatulans, kusma, dispepsi, kilo alma, artralji,
miyalji, kas krampi, insomni, depresyon, anksiyete, epistaksis, dispne ve deri
eriipsiyonudur’.

AML’nin kimyasal adi 3-O-Ethyl-5-O-methyl 2-(2-aminoethoxymethyl)-4-(2
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate ~ olup  Sekil  2.1’de
verilmistir. AML’nin molekiil formiilii C20H25CIN20s ve molekiil agirligi 408.85 g mol
Pdiir. Beyaz kristal bir toz olan AML suda iyi ¢oziiniir ve etanolde ¢ok az miktarda
¢oziinlir. Erime noktas1 134 °C’dir. Kaynama noktast 760 mmHg'de 527.2 °C’ dir. pKa
degeri 8.6°dr?.

2.2. Rosuvastatin

ROS (Sekil 2.2) 3-hidroksi 3-metilglutaril koenzim (HMGKoA rediiktaz) A’nin,
selektif ve kompetetif bir inhibitdriidiir. ROS'un temel olarak etki gosterdigi yer,
kolesteroliin diisliriilmesinde hedef organ olan karacigerdir. ROS, LDL’nin karacigere
girisi ve katabolizmasini artirmak suretiyle hiicre yiizeyindeki hepatik LDL reseptdrlerinin
sayisint artirir. Oral alimdan yaklagik 5 saat sonra doruk plazma konsantrasyonuna ulagir.
Mutlak biyoyararlanimi yaklagik % 20°dir. Kolesterol sentezi ve LDL klerensinin temel
olarak yer aldig1 karacigere bliylik oranda gecer. ROS’un dagilim hacmi yaklasik 134
L’dir. Basta albumin olmak {izere plazma proteinlerine % 90 oraninda baglanir. ROS’un

metabolizmas1  smirhdir.  Belirlenen temel metabolitler N-desmetil ve lakton



metabolitleridir. N-desmetil metaboliti, ROS dan % 50 daha az aktif iken lakton formu
klinik olarak inaktiftir. HMG-KoA rediiktaz inhibitor aktivitenin % 90’indan fazlas1 ROS
tarafindan gerceklestirilir. ROS un yaklasik % 90’1 degismemis olarak feces ile kalani ise
idrar ile atilir. Yaklasik % 5’1 idrarla degismeden atilir. Plazma eliminasyon yari omrii

yaklasik 19 saat olup eliminasyon yar1 émrii yiiksek dozlar ile artmaz'.

Ca+2

F

Sekil 2.2. ROS’un kimyasal yapisi

Diyet ve diger farmakolojik olmayan tedaviler (6rnegin egzersiz, kilo verme) ile
yeterli yanit alinamayan durumlarda primer hiperkolesterolemi ve kombine dislipidemili
hastalarda diyete yardime1 olmak tizere kullanilir. Homozigot ailesel hiperkolesterolemide
diyet ve diger lipid diisiiriicli tedavilerle kombine edilerek ya da bu tiir tedavilerin uygun
olmadig1 durumlarda kullanilir!.

ROS’un kimyasal ad1 (E)-(3R,5S)-7-[4-(4-fluorophenyl)-6-isoproplyl-2-
[methyl(methylsulfonyl)amino] pyrimidin-5-yl]-3,5-dihydroxyhept-6-enoic acid olup Sekil
2.2’de verilmigtir. ROS’ un molekiil formiilii C22H2sFNO6S ve molekiil agirligr 481.53 g
mol"diir. ROS beyaz renkte, kokusuz bir tozdur. Suda ve etanolde ¢ok az ¢dziiniir,
metanolde iyi ¢oziiniir. Erime noktast 122°C’ dir. Kaynama noktast 760 mmHg’de

745.6 °C’dir. ROS’un pKa degeri 4.6°dir?.



2.3. Rosucor Plus® Tablet ile Ilgili Genel Bilgiler

Rosucor Plus; hipertansiyon veya angina ile dislipidemisi olan ve bu nedenle hem
AML hem de ROS ile tedavi edilmesi uygun olan hastalarda kullanilmaktadir.
Hipertansiyon: yliksek kan basinci sonucu kanin damarlara yaptig1 baskidan olusur. AML
damarlarin genislemesini, kanin damarlarda daha kolay dolasmasini saglayarak kan
basincini diistiriir. Angina, kalp kasinin bir kismina yeterli kanin gitmediginde olusan agri
veya rahatsizlik hissidir. Angina genellikle gogiis bolgesinde baski veya sikistirict agri
seklinde hissedilir. Bazen bu agr1 kollarda, omuzlarda, boyunda, ¢enede veya sirtta da
hissedilir. AML bu agriy1 gecirebilir. Rosucor Plus alindig: siirece, kolesterol diisiirticti
beslenme diyetine ve egzersizlere devam edilmelidir. Kalp krizi, inme veya diger sorunlar
ateroskleroz olarak adlandirilan bir hastaliktan kaynaklanabilir. Aterosklerozun nedeni
damarlardaki yagli artiklarin birikmesidir. Rosucor Plus igerigindeki ROS’un kanda
bulunan, lipit ad1 verilen yag maddelerinin diizeylerini diizenlemek i¢in kullanilir. Kandaki
lipitlerin en fazla bilineni kolesteroldiir. Kanda bulunan kolesteroliin degisik tipleri vardir.
“Koti” kolesterol (LDL-K) ve “iyi” kolesterol (HDL-K). Rosucor Plus “kotii” kolesterolii
azaltabilir, “iy1” kolesterolii arttirabilir. Viicudun “kotii” kolesterol iiretmesinin dnlenmesi
ve “kétii” kolesteroliin kandan uzaklastirilmast icin viicuda yardimer olur. Insanlarin ¢ogu,
yiiksek kolesterolden etkilenmediklerini diiiiniirler, ¢linkii bu durum nedeniyle bir belirti
hissetmezler. Ama bu durum tedavi edilmezse, yaglh artiklar kan damarlarin ¢eperlerinde
birikir ve damarlar1 daraltir. Bazen, daralan bu damarlar tikanabilir. Kalbe veya beyine kan
gitmezse, kalp krizi veya inme ortaya cikabilir. Rosucor Plus, kolesterol diizeylerini
diisiirerek kalp krizi gecirme riskini azaltmis olur. Kolesterol istenen diizeye gelse bile
Rosucor Plus almaya devam edilmelidir. Ciinkii Rosucor Plus, kolesterol diizeyinin

yeniden yiikselmesine ve bunlarin damarlarda birikmesine engel olur!.



2.4. AML ile Tlgili Yapilan Calismalar

Yucesoy ve ark.’ AML’nin tayini igin bir spektrofotometrik ydntem
gelistirmiglerdir. Yontem AML’nin dinitrobenzensiilfonik asit ile kompleks iiriin
olusturmasina dayanmaktadir. Reaksiyon oda sicakliginda bazik ortamda (pH 10)
gercgeklestirilmis olup iiriin kloroform fazina ekstre edildikten sonra 337 nm de absorbansi
ol¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisi 6.0-30.0 ug ml™!' derisim araliginda gecerlidir. Sonuglarin
kesinligi % bagil standart sapma (BSS) olarak verilmis ve % BSS % 1.34’tiir ve analiz
edilen tabletlere ilave edilen saf AML icin geri kazanim % 99.7°dir. YOntemin
uygulanabilirligi AML iceren tabletlerde denenmis ve basarili sonuglar alinmistir.

Jain ve ark.* tarafindan AML’nin tabletlerde tayini i¢in bir spektrofotometrik
yontem gelistirilmigtir. AML sodyum asetat icinde ¢Oziinmiis ve 240 nm’de absorbans
ol¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisi 50 ve 250 pug ml! (r’= 0.9998) derisim araliginda
gecerlidir. AML i¢in geri kazanim degeri % 97.84 ve % 100.16 arasinda bulunmustur.

Abdel-Wadood ve ark.’ tabletlerde AML tayini igin AML, ninhidrin ve
fenilasetaldahit ile kompleks yapilarak iki farkli spektroflorometri yontemi gelistirip valide
etmislerdir. Kalibrasyon egrileri 0.35-1.80 ug ml! ve 0.55-3 pg ml"!' derisim araliginda
dogrusaldir. Yontemlerin miktar tayin sinirlar1 0.30 ve 0.54 ug ml! olarak tespit edilmistir.

Prasad ve ark.® tabletlerde AML-lisinopril ve AML-enalapril tayini igin tiirev
spektrofotometri yontemleri gelistirmigler. 215 ve 260 nm dalga boyundaki tlirev
absorbanslar1 dlciilerek AML’nin geri kazanim degerlerini % 100.15 ve % 99.71 olarak
hesaplamislardir.

Prasad ve ark.’ tabletlerde AML ve atenolol tayinini tiirev spektroskopisiyle ayni
anda gergeklestirmislerdir. Bu analizlerde 250 ve 273.4 nm dalga boylarinda dlglimler

almarak AML ve atenelol i¢in dogrusal derisim araliklarini sirasiyla 2.5-10 pg ml™! ve 15-



30 pg ml! olarak belirlemislerdir. Yontemin miktar tayin smirlar1 0.10 ve 0.40 ug ml!
olarak tespit edilmistir.

Juyal ve ark.® cok bilesenli analiz modlu UV spektofotometri ile AML ve
atorvastatinin tabletlerde ayn1 anda analizi i¢in hizli, kesin ve basit bir yontem gelistirmis
ve valide etmiglerdir. Dogrusal derisim araligint AML ve atorvastatin icin sirasiyla 7.0-10
ug ml! ve 14-26 ug ml™!' olarak bulmuslardir.

Ramesh ve ark.” AML ve atorvastatin kalsiyumun tabletlerde ayni anda analizi i¢in
ekonomik iki spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birinci yontemde 361 ve 246 nm
dalga boylarinda, ikinci yontemde 238.8 ve 246 nm dalga boylarinda g¢alisiimistir.
Dogrusal derisim araligint AML ve atorvastatin i¢in 0.5-30 ug ml"!' olarak bulmuslar ve
her bir yontem i¢in miktar tayin sinirlar1 hesaplamislardir.

Rao ve ark.!® AML ve atorvastatinin tabletlerde ayn1 anda analizi i¢in hizl, kesin
ve basit bir spektrofotometrik yontem gelistirmis ve valide etmislerdir. Bu yontem igin 242
nm ve 364 nm dalga boylar1 kullanilmis olup, yontemin validayon asamasinda AML ve
atorvastatin i¢in dogrusal derisim araliklari sirasiyla 1-50 pg ml! ve 1-20 pg ml! olarak
bulunmustur.

Abdallah ve ark.!! tabletlerde tiirev spektrofotometrisi ile AML ve atorvastatinin
ayni anda tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu ¢alismada 228 nm ve 245 nm dalga
boylarinda 6l¢timler yapilmis olup, AML ve atorvastatin icin dogrusal derisim araliklari
10-100 pg ml! ve 2.5-30 pg ml ™! olarak bulunmustur.

Basavaiah ve ark.!? tabletlerde Fe(Ill) ve ferrisiyaniir kullanarak AML ve
felodipinin ayn1 anda tayini i¢in hizli, basit ve ekonomik bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontem i¢in 760 nm dalga boyunda ¢alisilmis olup AML ve felodipin i¢in dogrusal derisim

araliklar1 5-15 pg ml! ve 1.5-5 ug ml™! olarak bulunmustur.



Rathee ve ark.!? tabletlerde tiirev spektrofotometrisi ile AML ve lisinoprilin ayni
anda tayinini gerceklestirmigler ve bu g¢alismada AML ve lisinopril dogrusal derisim
araliklar1 10-40 pg ml™!' ve 4-40 pg ml! olarak bulunmustur.

Joshi ve ark." AML ve lisinoprilin tabletlerde ayni anda analizi igin iki
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birinci yontem de 360 ve 248 nm dalga
boylarinda, ikinci yontemde 300 ve 360 nm dalga boylarinda her iki maddenin absorbansi
olgiilmiis olup AML ve lisinopril i¢in dogrusal derisim araligi 5-40 pg ml' olarak
bulunmustur.

Patil ve ark.'” tabletlerde AML ve losartan potasyumun aym anda tayini i¢in iki
spekrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Birinci yontemde 208 ve 237.5 nm dalga
boylarinda, ikinci yontemde de 242.5 ve 237.5 nm dalga boylarinda 6l¢iimler alinmis olup
AML ve losartan potasyumun dogrusal derisim araliklar1 2-20 ug ml™! olarak bulunmustur.

Kavari ve ark.!® tabletlerde AML ve losartan potasyumun ayni anda tayini igin
hizli, basit ve ekonomik bir spekrofotometrik yontem gelistirmisler ve bu yontemde 206 ve
360 nm gibi iki farkli dalga boyunda calisilarak AML ve losartan icin dogrusal derisim
araliklar1 10-30 pg ml! ve 2.5-7.5 pg ml™! olarak bulunmusdur.

Rahman ve ark.!” AML ve ninhidrinin tabletlerde aym anda tayini igin bir
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Yaptiklar: bu ¢alismada 595 nm dalga boyunda
olgiimler alinmis olup AML ve ninhidrin i¢in dogrusal derisim araliklar1 10-60 pg ml!
olarak bulunmustur.

Mehulkumar ve ark.'® tabletlerde AML ve olmesartanin aym anda tayini icin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmisler olup bu yontemde AML i¢in 259 nm dalga
boyunda calisilmistir. AML ve olmesartanin dogrusal derisim araliklar1 5-30 pg ml!
arasinda dogrusal olup miktar tayin sinir1t AML ve olmesartan igin sirasiyla 0.18 pg ml!

ve 0.43 ug ml!'  olarak bulunmustur.



Kardile ve ark.' tabletlerde olmesartan ile AML’nin ayni anda tayini igin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Absorbanslar 239 ve 256 nm dalga
boyunda 8l¢iilmiis olup AML ve olmesartan i¢in dogrusal derisim araliklar1 5-35 pg ml!
olarak bulunmustur.

Patil ve ark.?® tabletlerde olmesartan medoksimil ile AML nin ayn1 anda tayini igin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde 360 nm dalga boyunda
calisilmis olup AML ve olmesartan i¢in dogrusal derisim araligi 2-20 pg ml ! dir.
Yoéntemde AML ve olmesartan igin miktar tayin sinir1 sirastyla 0.092 pg ml! ve 0.05 ug
ml! olarak bulunmustur.

Muthu ve ark.?! tabletlerde UV- spektrofotometri yontemiyle AML ve felodipinin
ayni anda tayini i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde 296 ve 363 nm gibi iki
farkli dalga boyunda ¢alisilmis, AML ve felodipin i¢in dogrusal derigim araliklart 1-3 pg
ml! olarak bulunmustur. AML ve felodipin i¢in miktar tayin sinir1 sirastyla 0.4125 pg ml™!
ve 0.3786 ug ml! olarak hesaplanmistir.

Golcii ve ark.”?> AML’nin kolorimetrik tayini igin, AML nin bromfenol mavisi ile
pH 3.2°de renkli bir iyon-cifti kompleksi olusumuna dayanan bir reaksiyon
kullanmuslardir. Olusturulan kalibrasyon egrisi 6-30 pug ml' derisim araliginda Beer
kanununa uymaktadir ve regresyon esitligi A=0.055C-0.018dir (r=0.9997). Etkin
maddenin ticari bir tabletten geri kazanimu etiket degerinin % 100.7’sidir ve 6l¢iimlerin %
BSS degeri % 1.24°diir. Sonuglar tablet iireticisi firmanin kullandig1 spektrofotometrik
yontemle istatistiksel olarak karsilagtirilmis ve anlamli bir fark bulunamamustir.

Monkman ve ark.”> AML etkin maddesinin insan plazmasinda ve dis eti olugu
stvist igerisinde var olup olmadigmin goriilmesi i¢in bir gaz kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Sivi-sivi ekstraksiyonun ardindan AML etkin maddesi tiirevlendirme ile

ucucu hale getirilerek analiz gergeklestirilmistir. Kardiyovaskiiler rahatsizliklardan dolay1



AML tedavisi goren dort hastanin plazmalar1 ve dis eti olugu sivilar igerisindeki AML
analiz edilmistir. Tiim hastalarin plazmalarinda AML tespit edilmis ve ayrica asir1 dis eti
biiylimesi yasayan hastalarin dis eti olugu sivilarinda 23’den 290 kata kadar daha yogun
oldugu tespit edilmistir.

Bahrami ve ark.?* insan serumundaki AML analizi i¢in bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. AML, serumdan etil asetat kullanilarak ekstrakte edilmistir. HPLC
sisteminde mobil faz olarak trietilamin ve metanol (50:50, h/h) kullanilmistir. internal
standart olarak propranolol kullanilmistir. Standart kalibrasyon egrisi, insan serumunda
0.25-16 ng ml™"lik derisim araliginda lineer dogrusallik gostermistir. Giin i¢i ve giinler
arasi kesinlik ¢aligmalarinda %BSS % 12°den diisiik bir varyasyon gostermistir. Yontemin
gozlenebilme smir1 serum i¢in 0.25 ng ml™!"dir.

Vora ve ark.”’ tabletlerde bisoprolol fumarat ve AML maddelerinin aym anda
oOl¢iilebilmeleri i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak pH degeri 5.0
olan 25 mM amonyum asetat ve methanol (65:35, h/h) karistom 0.8 ml dk!' akis hiza
kullanilmigtir. Calismada Cis ters faz kolonu (3 pm 50 x 4.6 mm i.d.) ve 230 nm’de 6l¢im
yapabilen UV dedektorii kullanilmistir. Alikonma siiresi bisoprolol ve AML igin sirastyla
1.45 ve 3.91 dk’dir. Kalibrasyon egrisi 8-33 pg ml! derisim arahiginda cizilmistir.
Calismanin geri kazanim degeri her iki madde i¢in sirasiyla % 99.1 ve % 98.6 olarak
bulunmustur.

Shah ve ark.*¢ tabletlerde atorvastatin kalsiyum ve AML miktarlarmin aym anda
tespit edilebilmesi i¢in basit ve spesifik bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kolon olarak
Cig (5 pm 250 x 4.6 mm 1i.d.) kullanilmistir. HPLC ydntemi izokratik modda, 0.02 M
potasyum dihidrojen fosfat:asetonitril:metanol (30:10:60, h/h/h) iceren bir hareketli fazla
birlikte kullanilmistir. Akis hizz 1.0 ml dkdir. Atorvastatin kalsiyum ve AML

maddelerinin alikonma siireleri sirasiyla 11.6 ve 4.5 dk’dir. Lineer aralik atorvastatin
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kalsiyum igin 0.08-20 pg ml"! ve AML igin 0.1-20 ug ml™! derisim araliginda saglanmstir.
Atorvastatin kalsiyum ve AML c¢ozeltilerinin stabilite ¢alismasi da yapilmis olup
bozunmaya ugrayan maddeler i¢in alikonma siirelerinde onemli bir fark gozlenmistir.
Yontem, atorvastatin kalsiyum ve AML maddelerini iceren kombine tabletlere
uygulanmigtir.

Prajapati ve ark.?’ tabletlerde perindopril erbumin ve AML maddelerinin aym anda
miktar tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Her iki etkin maddenin
kromatografik ayrimi Eclipse XDB Cs (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kolonu {izerinde
gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 5 mM fosfat tamponu (pH 2.6):asetonitril
kullamlmistir. Akis hizi 1.0 ml dk! olarak segilmistir. Analiz 8 dk igerisinde
tamamlanmustir. Lineer konsantrasyon aralig1 perindopril erbumin igin 8-60 ug ml"!, AML
i¢in 10-75 pg ml"’dir. Yoéntemin kesinligi %BSS ile degerlendirilmis ve %BSS<%2.0’ dir.

Rajitha ve ark.?® tabletlerde telmisartan ve AML maddelerinin ayn1 anda Slgiimii
icin basit, kesin, dogru ve hizli bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kolon olarak
Symmetry Cis (4.6 x 250 mm, 5 pum) kullanilmistir. Yontemde gradient eliisyon modlu
mobil faz kullamlmigtir. Akis hiz1 1.0 ml dk! ve dedektdr dalga boyu 245 nm olarak
secilmistir. AML ve telmisartan i¢in alikonma zamani sirasiyla 2.32 ve 3.52 dk’dir. Lineer
derisim aralig1 telmisartan i¢in 32-96 pug ml! ve AML igin 4-12 pg ml! “dir.

Chaudhari ve ark.?’ atorvastatin ve AML’nin ayn1 zamanda analizi i¢in bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen HPLC yonteminde asetonitril ve 50 mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponu (60:40, h/h) iceren hareketli faz ile Lichrospher® 100 Cis (5
um, 250 mm x 4.0 mm i.d.) kolonu kullanilmistir. Akis hizi 1.0 ml dk”!' ve UV degeri 254
nm olarak secilmistir. Atorvastatin ve AML etkin maddeleri sicaklik, asidik ve bazik baski
unsurlarina maruz birakilarak stabilite ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri

atorvastatin ve AML icin sirasiyla 1-90 ug ml' ve 1-80 pg ml! derisim araliginda
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lineerdir. Ortalama geri kazanim sirasiyla % 99.76 ve % 98.12°dir. YOntemin
gozlenebilme sinir1 atorvastatin ve AML igin sirasiyla 0.4 ve 0.6 ug ml!, miktar tayin alt
sinir1 ise her ikisi i¢in de 1.0 ug ml! olarak bulunmustur. Yontem deneysel ortamda iki
adet kombine kullanimli olan ila¢ formiilasyonunda uygulanmustir.

Ustiin ve ark.*® tarafindan AML’nin IR Spektroskopisi ve HPLC yontemleriyle
kantitatif tayini gergeklestirilmistir. IR Spektroskopisi yonteminde KBr tablet teknigi
kullanilmig, disulfiram ise internal standart olarak segilmistir. Calismalarda spesifik
absorpsiyon bantlar1 olarak AML ve disulfiram igin sirast ile 693 cm™ ve 913 cm’!
secilmigtir. AML i¢in Beer yasasina gore uygun derisim araligindaki regresyon denklemi
y=0.652x+0.024 (r’=0.9968)'dir. Ortalama geri kazamim degeri ve bagil standart sapma
degerleri (BSS) IR spektroskopisi yontemi igin sirasi ile % 98.2 ve % 1.63 olarak
bulunmustur. HPLC sisteminde Luna Cis (Spum, 250 x 4.6 mm) kolon hareketli faz olarak
su:metanol:fosfat tamponu (pH:3) (36:64:1, h/h/h) kullanilmistir. Akis hizi 0.7 ml dk!*dur.
Calismada internal standart olarak mefrusid secilmistir. Ol¢iimler 275 nm’de yapilmis ve
pikler AML ve mefrusid i¢in siras1 ile 11.5 ve 7.27 dakikadir. AML i¢in lineer derisim
aralign 0.004-0.020 mg ml!'dir. Regresyon denklemi y=0.846x-0.013 (r*=0.9950) olup
ortalama geri kazanim degeri ve bagil standart sapma degeri sirast ile % 98.9 ve % 0.75
olarak bulunmustur.

Chitlange ve ark.’! AML ve valsartan maddelerinin HPLC yontemindeki analizinde
1.0 ml dk'! akis hizinda hareketli faz olarak asetonitril: fosfat tamponu (0.02 M, pH:3.0)
karisimi (56:44 h/h), 234 nm dalga boyu, Kromasil Cis (Spum, 250 x 4.6 mm) kolonu
kullanilmigtir. AML ve valsartan i¢in alikonma siireleri sirasiyla 3.07 ve 6.20 dk olarak
bulunmustur. Bu yontem ayni zamanda AML ve valsartan maddelerinin, g¢esitli

durumlarinda meydana gelen bozunmus iirlinlerinin de varliginda, bu maddelerin tespiti
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icin kullanilmigtir. Gelistirilen yontem kesinlik, dogruluk, tekrarlanabilirlik ve saglamlik
acisindan degerlendirilmistir.

Klinkenberg ve ark.*> AML kalintilarmin tespit edilmesi i¢in bir HPLC y&ntemi
gelistirmislerdir. Caligma 25 °C’de ters faz Cis kolonu, asetonitril:metanol:trietilamin
(pH:3) (15:35:50, h/h/h) hareketli faz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma 237 nm
dalga boyundaki UV dedektor ile gergeklestirilmistir. AML igin lineer derisim araligi 0.39-
1.56 pg ml™""dir. Yéntemin miktar tayin alt smir1 ise 0.08 pg ml' olarak hesaplanmustir.

Sah ve ark.*® tabletlerdeki AML miktarini (250 mm x 4.6 mm, Sum) WATERS Cis
kolonu kullanarak gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak asetonitril, 70 mM potasyum
dihidrojen ortofosfat tamponu:metanol (15:30:55, h/h/h) kullanilmistir ve pH degeri 3'e
sabitlenerek 2.60 dakikalik alikonma zamanina sahip oldukca kesin ve etkili bir HPLC
yontemi gelistirilmistir. Hareketli faz akis hiz1 1.0 ml dk™! degerindedir. AML igin lineer
derisim aralig1 0.5-8 pug ml!'dir. Yontemin miktar tayin alt smir1 ise 0.20 pug ml! olarak
hesaplanmastir.

Ma ve ark.>* insan plazmasinda AML tayini ve farmakokinetik ¢alismasi icin ultra
performansli sivi kromatografi ardisik kiitle spektrometri (UPLC-MS/MS) yontemi
gelistirmislerdir. Bu analiz Cig kolonu (50mm x 2.1 mm, 1.7 pm) ve 0.35 ml dk"Iik akis
hiz1 ile gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak % 0.3’liikk formik asit igceren su ve
asetonitril kullamlmstir. Internal standart olarak da nimodipin kullanilmustir. Iyonizasyon
teknigi olarak elektrosprey iyonizasyon (ESI) modu kullanilarak kuadrupol kiitle
spektrometresi iizerinde analiz gergeklestirilmistir. Lineer derisim araligi 0.15-16.0 ng ml
I'dir. Giin igi ve giinler aras1 %BSS degerleri % 15’in altinda, dogruluk degeri ise tiim iig
kalite kontrol 6rnegi i¢in % bagil hata ile verilmis olup % -2.3 ile % 6.9 arasindadir.
Yontem, AML’nin, agiz yoluyla saglikli goniilliiler iizerinde kullanimasi sonrasindaki

biyoyararlanim ¢alismasinda kullanilmistir.
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Dongre ve ark.** tablet formunda metoprolol siiksinat ve AML etkin maddelerinin
ayni anda tayini i¢in basit ve kesin bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Kromatografik
ayrim tiifotodiyot array dedektorii kullanilarak Hipersil BDS siyano (250 mm X 4.6 mm, 5
um) kolonu iizerinde gerceklesmistir. 1.0 mL dk™!' akis hizina sahip olan yéntem ICH
talimatlarina gore spesifik, dogrusal, dogru ve saglam oldugu gosterilmistir.

Shentu ve ark.*® insan plazmasindaki AML’nin tayini i¢in kat1 faz ekstraksiyonu
kullanarak bir LC-MS/MS yontemi kullanmiglardir. Plazmadan (10 mmx2 mm) HySphere
Cs kolonu ile kati-faz ekstraksiyon kullanilarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir. LC-
MS/MS yénteminin derisim araligi 0.10 ile 10.22 ng ml™! arasinda dogrusaldir. Giin i¢i ve
giinler aras1 dogruluk degerleri % 8 civarindadir. Yontemin kolay, az zaman alic1 ve diger
numune hazirlama yontemlerine goére daha hizli oldugu belirtilmektedir. Yontem
biyoesdegerlik analizlerinde basariyla uygulanmistir.

Qi ve ark.’’ insan plazmasi ve idrarinda olmesartan ve AML miktarinmn ayn1 anda
tayini i¢in hassas ve hizli bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmistir. Kromatografik ayrim
Acquity UPSK BEH Cis ters faz kolonunda ESI modunda QTrap-5500 kiitle
spektrometresi kullanarak gergeklestirmislerdir. Yontem segicilik, dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, stabilite ve matriks etkisi parametreleri ile valide edilmistir. Bu yontemin lineer
dogrusalligi olmesartan i¢in insan plazmasi ve idrar igin sirasiyla 0.2-500 ng ml! ve 4-
5000 ng ml!"dir. AML ise sirasiyla kan ve idrar i¢in 0.1-50 ng ml! ve 2-1000 ng ml™!
olarak bulunmustur. Analiz siiresi sadece iki dakikadir. Yontem olmesartan ve AML
maddelerinin  farmakokinetigini incelemek {iizere saglikli  goniilliller {iizerinde
uygulanmstir.

Bathula ve ark.’® insan plazmasindaki AML miktarinin tayini i¢in, hizli ve hassas
bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Ayirim islemi ACQUITY (Cis 100 x 2.1 mm,

i.d, 1.7 pm) kolonunda, 10 mM’lik amonyum asetat tamponu (pH:4.5) ve metanol (20:80
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h/h) karisimmin izokratik sartlar altinda 0.2 ml dk' akis hiziyla hareketli faz olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. Internal standart olarak ondansetron hidroklorit
dihidrat kullanilmistir. ESI kaynagi ile analiz gerceklestirilmistir. Lineer derisim araligi
0.20-20 ng ml"""dir. Giin i¢i ve giinler aras1 % BSS degerleri % 15’in altindadir. Yéntemin
gozlenebilme smir1 0.1 ng ml"!' ve miktar tayin alt simr ise 0.20 ng ml"' degerlerinde
bulunmugtur. Yontem, sagikli erkek goniilliilerde, agi1z yoluyla aldiklar1t AML tabletlerinin
kullanim sonrasindaki farmakokinetik ¢aligmasina i¢in uygulanmistir.

Zhou ve ark.* insan plazmasinda AML, atorvastatin ve bunun metabolitleri
ortohidrojen atorvastatin ve parahidrojen atorvastatin miktarlarinin pozitif iyon ESI ile
birlikte ayn1 anda analizi i¢in yeni, hassas, basit ve kisa slirede tamamlanan bir ESI-LC-
MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Etkin maddeler insan plazmasindan sivi-sivi
ekstraksiyonu ile alinmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii icin metil tertbiitil eter ve etil asetat
karisimi (50:50) (h/h)kullanilmistir. Kromatografik ayrim CAPCELLPAK (150 mm X 2.0
mm, 5 pum) kolonu iizerinde 6.0 dakika icerisinde, % 0.3 oraninda formik asit iceren
asetonitril ve amonyumdan olusan bir hareketli fazda gergeklestirilmistir (50:50, h/h).
Dagrusallik AML igin 35-10.000 pg ml!, atorvastatin i¢in 35-25.000 pg ml! derisim
araliginda saglanmistir. Yontem 50 erkek goniillii tizerinde, AML ve atorvastatin igeren
tabletlerin farkli ilaglarla kombinasyonunu inceleyen biyoesdegerlik c¢alismast igin
uygulanmistir.

Chang ve ark.*> AML ve bisoprololiin plazmada miktar tayini igin yeni ve hassas
bir LC-MS/MS yoéntemi gelistirmislerdir. Calismada internal standart olarak klenbuterol
kullanilmigtir. AML’nin plazmadan ekstraksiyonu sivi sivi ekstraksiyon yontemi ile
gergeklestirilmistir. LC-MS/MS yo6teminde Diamonsil Cis kolonu (50 mmx 4.6 mm, 5
um), metanol-su-formik asit birlesiminden olusan (75:25:0.01, h/h/h) hareketli faz

kullanilmigtir. Yontemin analiz siiresi 3 dk’dir. Yontemin miktar tayyin sinirt AML ve
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bisoprolol igin 0.2 ng ml™! olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisi her iki etkin madde icin
de 0.2-50 ng ml"! derisim aralifinda dogrusaldir. Gelistirilen yéntem Sprague Dawley
sicanlarinda, farmakokinetik AML ve bisoprolol ¢aligmalarina bagartyla uygulanmaistir.

Karra ve ark.*! insan plazmasinda losartan ve aktif metabolitleri ile AML’nin ayni
anda tayini i¢in basit, hizli ve hassas bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Caligmada
internal standart olarak irbesartan kullanilmistir. Etkin maddeler insan plazmasi
orneklerinden kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Calismada Cis
kolonu, 85:15, h/h oranlarindaki methanol ve % 0.1 h/h oranindaki formik asit karisiminin
1.0 ml dk'!' akis hiziyla hareketli faz olarak kullanilmasiyla ydntem optimize edilmistir.
Lineer derisim aralig1 losartan ve aktif metaboliti i¢in 0.5-1000 ng ml™!, AML i¢in ise 0.05-
10.1 ng ml! derisimde dogrusaldir. Giin i¢i ve giinleraras1 kesinlik ve dogruluk
calismalarinin sonuglar1 kabul edilebilir seviyede bulunmustur.

Sirikatitham ve ark.*> insan plazmasindaki AML miktarmi tayin etmek igin,
internal standarti tizanidin olan, pozitif iyonizasyon modunda ¢alisan hassas, spesifik, ESI
ile kombine bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. =AML plazmadan
dietileter/diklorometan (70/30, h/h) karisimiyla sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilarak elde
edilmistir. Kromatografik ayrim Cis analitik kolonunda, izokratik sartlar altinda, 10
mM’lik amonyum format/metanol/asetonitril (30/50/20, h/h/h) karigiminin 1.0 ml dk!
hiziyla hareketli faz olarak kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. AML i¢in m/z 409.4, 238.1
ve internal standart icin m/z 254.2, 44.1 degerlerine sahip iyonlar se¢ilmistir. Plazmada
AML’nin lineer derigsim araligi 0.3-15.0 ng ml"dir. Calismada %BSS % 10'un altinda
olup plazmadan gerikazanim % 94.87 ile % 102.44 arasinda bulunmustur. LC-MS/MS
yontemi, tek bir dozda (10 mg’lik tablet) saglikli goniillillere oral uygulandiktan sonra

biyoesdegerlik ¢alismasinda basariyla uygulanmistir.
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2.5. ROS ile Ilgili Yapilan Cahismalar

Uyar ve ark.® ROS’un farmasétik preparatlarda tayini i¢in UV spektrofotometrik
bir yontem gelistirmiglerdir. Standart ve tablet ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ¢dziicii
olarak metanol kullanilnustir. Olgiimler ROS’un maksimum absorbans gosterdigi 243 nm
dalga boyunda yapilmistir. Calismanin lineer araligi 1.0-60 pug ml! arasindadir. Yéntemin
miktar tayin smr1 0.33 pug mldir. Valide edilen yontem daha sonra farmasotik
preparatlara uygulanmistir.

Braga ve ark.** ROS’un idrarda molekiiler floresans yontemi ile miktarini tayin
etmek icin bir yontem gelistirmislerdir. Calismada maksimum analitik sinyallere ulagmak
gayesiyle pek cok parametre optimize edilmistir. Ayrica matriks etkisinden kaginmak
amaciyla idrar numuneleri sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle hazirlanmistir. Calismanin
gozlenebilme siir1 ve miktar tayin sinir1 sirastyla 0.38 mg L' ve 1.28 mg L"dir ve geri
kazanim % 90’dr.

Gupta ve ark.* tabletlerde ROS etkin maddesinin tayini i¢in UV spektrofotometri
yontemiyle yeni, basit ve hizli bir yontem gelistirmislerdir. Calismanin lineeritesi 2-18 pg

ml!

arasinda saglanmistir. Yontemin dogruluk ve kesinligi iyi bulunmustur. Analizin
sonuclar1 geri kazanim ¢aligmalar1 ve istatiksel olarak degerlendirilmistir.

Uyar ve ark.*® ROS’un elektrokimyasal davranislarmi doniisiimlii voltametri ve
kronoamperometri yontemleri ile incelemislerdir. ROS’un indirgenmesi sonucu olusan
akimin diflizyon kontrollii oldugu bulunmustur. ROS’un voltamogrami incelendiginde
dontisiimsiiz  oldugu goriilmektedir. Donilistimlii  voltametri yontemi ile yapilan
calismalarda ROS’un difiizyon katsayis1 5.79x10° c¢cm? sn™' olas1 mekanizma Gnerisine
gore aktarilan elektron sayisinin 2 oldugu hesaplanmistir. ROS’un (pH:5) asetat tamponu

destek elektroliti icerisinde calisma elektrotu olarak asili duran civa elektrotu, referans

elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak platin elektrot sistemi kullanilarak -1184
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mV’da indirgenme piki goézlenmistir. ROS igin dogrusallik 0.2-10.00 pug ml' derisim
araliginda bulunmustur. Calismanin gozlenebilme sinir1 ve miktar tayin sinir1 sirastyla 0.07
ve 020 pg ml! olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar literatiirdeki UV
spektrofotometrik ve kapiller elektroforez yontemlerinin sonuglari ile karsilagtirilmig
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Siislii ve ark.*” ROS’un farmasétik preparatlarda tayini igin bir kapiller elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Yontemde optimizasyon calismalari sonucunda 50 mM pH:9.5
borat tamponu, 30 °C kapiler sicaklig1 ve 25 kV voltaj uygulanmistir. Cozeltiler 5 mbar
basingla 5 saniye boyunca enjekte edilmistir. Olgiimler 243 nm dalga boyunda yapilmustir.
Internal standart olarak diflunisal kullanilmis olup ROS ve internal standart i¢in alikonma
siiresi sirastyla 3.20 ve 4.20 dk bulunmustur. Dogrusal araligi 3.0-200 ug ml! arasinda
saglanmistir. Yontemin gozlenebilme simir1 1 ug ml! ve miktar tayin alt simr1 3.00 pg ml™!
bulunmus ve gelistirilen yontem farmasotik preparatlara uygulanmigtir.

Gao ve ark.*® insan plazmasinda ROS etkin maddesinin tayini i¢in hassas bir LC-
MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Plazma Grnekleri etil eter ile sivi-sivi ekstraksiyonu ile
hazirlanmistir. Kromatografik ayrim Zorbax XDB-Cig (150 mm X 4.6 mm i.d. Sum),
hareketli faz metanol-su (75:25, h/h, pH degeri seyreltik amonyak ile 6’ya ayarlanmistir)
ile yapilmistir. Calismada internal standart olarak hidroklorotiazidin kullanilmistir. Lineer
derisim aralig1 0.020 ile 60.0 ng ml! arasinda olusturulmustur. Giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik % BSS ile ve dogruluk degerleri % bagil hata ile ifade edilmis olup sirastyla % 8.5
ve % 1.9 olarak bulunmustur. Yontem 5, 10 ve 20 mg ROS ilacinin goniilliiler tarafindan
ag1z yoluyla alinmasinin ardindan ROS etkin maddesinin farmakokinetik ¢aligmasi basarili
bir sekilde yapilmistir.

Shah ve ark.* insan serumunda ROS ve atorvastatin etkin maddelerinin ayn1 anda

tayini icin yeni, kesin, dogru ve hizli bir izokratik ters fazli HPLC yontemi
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gelistirmislerdir. Yontemde analitik Cis kolonu (150 x 4.6 mm, 5 pm), metanol-su (68:32,
h/h; pH degeri trifliioroasetik asit ile 3.0’e ayarlanmis) karisimmin 1.5 ml dk™! akis hizinda
ve 241 nm dalga boyunda hareketli faz1 kullanilmistir. Lineer derisim araligi ROS igin 2.0-
256 ng ml! ve atorvastatin icin 3.0-384 ng ml' olarak bulunmustur. Yoéntemin
gozlenebilme sinir1 ve miktar tayin alt sinirt ROS igin 0.6 ve 2.0 ng ml! iken atorvastatin
i¢in 1.0 ve 3.0 ng ml™' degerlerindedir. Analiz 7.0 dk’da tamamlanmustir.

Hull ve ark.*° insan plazmasinda ROS etkin maddesinin metaboliti olan N-desmetil
ROS’un tayini i¢in bir ESI-LC-MS/MS yontemi gelistirmiglerdir. Plazma 6rnekleri kati-
faz ekstraksiyon yontemi ile hazirlanmustir. Insan plazmasindaki N-desmetil ROS igin
lineer derisim araligi 0.5-30 ng ml! arasinda dogrusaldir. Yontemin gozlenebilme siniri
0.5 ng ml""dir.

Trivedi ve ark.’! insan plazmasinda ROS ve fenofibrik asitin aym1 anda miktar
tayini i¢in yeni, hassas ve spesifik bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Calismada 0.5
mL insan plazmasi1 ve internal standart olarak karbamazepin kullanilmistir. Plazmadan
gerikazanim sivi-sivi ekstraksiyonu ile gerceklestirilmistir. Calisma X-Terra MS Cis
kolonu (4.6 mm x 50 mm, 5.0 pm) 0.05 M formik asit:asetonitril (45:55, h/h) karisiminin
hareketli fazi ve 0.4 ml dk! akis hizi kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Alikonma
stireleri sirastyla ROS, fenofibrik asit ve internal standart icin sirasiyla 2.35, 4.70 ve 2.32
dk’dir. Lineer derigim araligi ROS ve fenofibrik asit igin sirastyla 1.0-50.0 ng ml"' ve 0.5-
20.0 g ml’dir. ROS ve fenofibrik asit etkin maddelerinin geri kazanim oranlar
sirasiyla % 74.61 ve % 69°dur. ROS ve fenofibrik asit i¢in miktar tayin alt sinir1 sirasiyla
1.00 ng mI"' ve 0.50 ng ml"""dir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik degerleri ROS kalite
kontrol 6rneklerinde 5, 15, 400 ve 800 ng ml' degerlerindedir ve % BSS degerleri %
9.37°den kiigiiktiir. Plazmadan ROS ve fenofibrik asit i¢in gerikazanim degerleri ise

sirasiyla % 88.1-108 ve % 87-115 arasindadir.
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Lan ve ark.>? insan plazmasinda ROS etkin maddesinin miktar tayini i¢in basit ve
hassas bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Plazma, asetik asit ve tetrabutil amonyum
hidroksit ¢oziiciileriyle sivi-sivi ekstraksiyonu ile hazirlanmistir. Kromatografik ayrim
Phenomenex Luna Cis kolonu, % 2 oranindaki formik asit/metanol (20:90, h/h) hareketli
faz1 ve 1.00 mL dk’Iik akis hiz1 ile gergeklestirilmistir. ROS etkin maddesi ve internal
standartin alikonma siireleri sirasiyla 2.3 ve 3.4 dk’dir. ROS i¢in m/z 482 258, internal
standart icin m/z 271 253 SIM iyonlar kullanilmistir. Caligmanin lineer derisim aralig1 0.1-
20 ng ml"! ve miktar tayin alt sinir1 0.1 ng ml™! olarak belirlenmistir.

Beludari ve ark.>® ROS ve ezetimib etkin maddelerinin miktarlarinin ayni anda
tayin edilebilmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Caligmada ters faz modunda
Water’s Cis (250 x 4.6 mm, 5 um) kolonu, asetonitril:su:0.02 M fosfat tamponu (pH 8)
(40:10:50 h/h) hareketli faz1 kullanilmistir. Calismanin lineer derisim araligi 30-90 pg ml
Pdir. Ticari preparatlarda geri kazanim % 98 ile % 100 arasinda seyretmis, % BSS degeri
ise %2’den kiiciik goriilmiistiir.

Hull ve ark.>* insan plazmasindaki ROS etkin maddesinin miktar tayini i¢in kati-
faz ekstraksiyonu sonunda bir LC-MS/MS yontemi gelistirmiglerdir. Calismanin lineer
derisim aralig1 insan plazmasinda 0.1-30 ng ml"' arasinda dogrusaldir. Yéntemin miktar
tayin alt simr1 0.1 ng ml! olarak tespit edilmis olup %BSS degeri % 8 olarak bulunmustur.

Nasir ve ark.>® timolol, ROS ve diklofenak sodyum etkin maddelerinin tablet, insan
plazmas1 ve goz ici sivisinda ayni anda tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Calismada Hypersil BDS Cis kolonu (250 mm x 4.6 mm, 5 pum), olarak % 0.2 oraninda
trietilamin ve asetonitril (40:60, h/h) hareketli faz karisimi kullanilmistir. Kolon akis hizi 1
ml dk! ve 45 °C olarak 284 nm’de analiz gergeklestirilmistir. Calismada sivi-sivi
ekstraksiyonu prosediirii sonrasi geri kazanim oranlari sirasiyla timolol, ROS ve

diklofenak sodyum i¢in sirasiyla % 98.72, % 96.04 ve % 95.14 olarak bulunmustur.
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Varghese ve ark.’® insan plazmasinda ezetimibe ve ROS’un ayn1 anda tayini i¢in
ESI ile bir LC-MS yontemi gelistirmislerdir. Plazmadan numune hazirlanmasi sivi-sivi
ekstrasyonunu yontemi ile gerceklestirilmistir. Internal standart olarak atorvastatin
kullanilmistir. Calismanin lineer derisim aralign 0.1-10 ng ml! ‘dir. Analiz siiresi 4 dk
olarak belirlenmistir.

Tajane ve ark.’’ farmasotik preparatlarda ROS ve AML etkin maddelerinin ayni
anda miktar tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analiz esnasinda Kromasil Cis
(5 um, 4.6 x 250 mm) kolon ve UV detektor (251 nm) kullanilmistir. Hareketli faz
kompozisyonunda birka¢ modifikasyon yapilarak kromatografik sistemin segiciliginin
degisebilme olasiligi {izerinde durulmustur. Bu modifikasyonlar ROS ve AML
maddelerinin organik diizenleyici, pH ve akis hizi oranlarmin degistirilmesini
icermektedir. Lineer derisim arali1 sirastyla ROS igin 1-160 ug ml! ve AML icin 0.5-80.0
ug ml™! 'dir. Yontemin gozlenebilme simir1 ve miktar tayin alt sinirt ROS igin 0.11, 0.34 pg
ml! ve AML igin 0.06, 0.19 pug ml! ' dir. Farmasotik preparatta geri kazanim oranlar1 ROS
ve AML i¢in sirastyla % 99.55 ve % 99.67' dir.

Banerjee ve ark.’® AML ve ROS etkin maddelerinin ayni1 anda tayini i¢in basit bir
HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Bu yontemde Kromasil Cis (100 mm x 4.6 mm, 5 um)
kolonu kullanilmistir. Kullanilan hareketli faz bilesimi (asetonitril 40, 55, 70, 40,
40):(fosfat tamponu 60, 45, 30, 60, 60) seklindedir. UV analizi 239 nm’de gozlenmistir.
AML ve ROS ig¢in alikonma zamani sirasiyla 2.40 ve 4.28 dk olarak elde edilmistir. Giin
ici ve glinler arasinda %BSS % 2’nin altinda olarak goriilmiistiir. Lineer derisim aralig
AML igin 1-150 ug ml™! ve ROS igin 0.5-100.0 pg ml " dir.

2.6. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu ortaya cikan

kimyasal doniigiimler ile fiziksel degisimleri ve ayrica kimyasal enerjinin elektrik
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enerjisine ¢evrilmesini inceleyen bilim dalidir. Elektrokimyasal tekniklerde elektrot-¢ozelti
sistemine bir elektriksel etki uygulanir ve bu etki sonucu sistemin verdigi cevap incelenir.
Elektrokimyasal bir sistemde katot ve anot olmak iizere iki elektrot bulunur. Bir
elektrokimyasal  hiicrede  indirgenme reaksiyonunun oldugu elektrot  katot,
yiikseltgenmenin oldugu elektrot ise anottur.
Elektroanalitik yontemler {i¢ ana grupta toplanabilir:
1. Potansiyel, akim, direng, iletkenlik, siga ve elektrik miktar1 gibi degiskenler ile derisim
arasindaki iliskilerin incelenmesine dayanan voltametrik yontemler.
2. Elektriksel olciimler ile volumetrik analizde doniim noktasi tayinine dayanan
voltametrik yOntemler, Ornegin potansiyometrik, amperometrik ve konduktometrik
titrasyonlar.
3. Elektrolitin bilesenlerinin elektrik akimi ile faz degistirmesine dayanan yontemler.’!
2.6.1. Voltametri
Voltametri, bir ¢alisma elektrotunun polarize oldugu sartlar altinda uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesinden faydalanilarak, analit hakkinda
bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemi kapsar. Voltametride elektrokimyasal
hiicreye degistirilebilen potansiyel uyarma sinyalleri uygulanir ve bu uyarma sinyalleri,
yonteme gore karakteristik akim olusturur. Elektrokimyasal reaksiyon sonucu, c¢alisma
elektrotunda olusan akima karsi, ¢alisma elektrotunun potansiyelinin grafigi voltamogrami

verir. Tipik bir voltamogram Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Voltamogram

Sekil 2.3'teki voltamograma gore, baslangigta (A noktasinda) akim cok diisiiktiir.
Safsizlik ve c¢ift tabaka yilikleme (elektrot ylizeyi kondansatdr gibi davrandigindan)
sebebiyle A ve B noktalar1 arasinda akim yavasga yiikselir. Bu genellikle zemin akim
olarak adlandirilir. B noktasinda potansiyel, yiikseltgenmis tiirlerin indirgenme potansiyeli
degerine yaklasir. Potansiyel artis1 elektronlarin, elektrottan yiikseltgenmis tiire dogru
artan bir hizla gd¢ etmesine sebep olur. Indirgenmedeki hiz artis1 hiicredeki akimi da
artirir. Bu artis stirekli devam etmez. Sekil 2.3°te goriildiigii gibi C noktasinda bir pik ile
sonlanir.*

Voltametri ve polarografi ila¢ analizlerinde ilk kez 1954 Cekoslovak
farmakopesinde kullanilmistir. Polarografi ile saf etkin maddenin yaninda ¢ok kompleks
bir karisim olsa bile (¢coziinmeyen ila¢ katki maddeleri, serum yada plazmada bulunan
endojen maddeler vb.) aktif maddelerin analizi duyarhilikla ve herhangi bir girisim
olmaksizin yapilabilmektedir.*

Pek c¢ok ilag etkin maddesi ve viicutta bulunan fizyolojik aktif maddeler
polarografik veya voltametrik yontemlere cevap vermektedir.

Bu yontemin diger analitik yontemlere iistiinliigii ise; az miktarda maddenin analiz

icin yeterli olmasi, ucuz olmalari, kolay uygulanabilir olmalari, analitlerin 6n saflagtirma
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islemlerine fazla ihtiya¢ olmamasi, fazla ¢oziicii gerektirmemeleri ve hassas birer yontem

olmalaridir.!62

Tablet, kapsiil, silispansiyon, surup vb. ila¢g formiilasyonlarimin ¢oziinmeyen

kisimlarinin veya katki maddelerinin genelde elektroaktiviteleri bulunmadig i¢in herhangi
bir ayirma iglemine gerek olmadan analizleri yapilabilmektedir. Ayrica bu ydntemlerin
diger bir {stlinliigli de pahali ve az miktardaki ilaglarin analizinde de ¢ok az miktarda
numuneyle ¢alisma imkani verdigi icin kullanilabilmesidir.5%-64

2.6.1.1. Voltametride Uyarma Sinyalleri

Voltametride, bir mikroelektrot iceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
uygulanir. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma

potansiyel "uyarma sinyali"

sinyallerinden dordii Sekil 2.4'te verilmistir.®

Dalga sekti etri
1sim Dalga gekdi Voltametrinin £a geklt WVoltametrinin
) tipi tipi
(@) E Polarografi .
Dogrusal Diferansiyel Eu{zﬁnﬂ}- el
) Hidrodinamik Puls el
Tar veltametri olarografisi
Zaman
Ec) B 1] -
E
Kare Kare dalga Useen Déniigimtis
151!; voltameatrizi voltametri
Zaman
Zaman

Sekil 2.4. Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri

2.6.1.2. Doniisiimlii Voltametri

Durgun bir ¢ozelti iginde bulunan g¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel
polarizasyon dalgasinin diizgiin bir sekilde degistirilmesi sonucu olusan akim-potansiyel
davranisini inceleyen elektrokimyasal yontemdir. Doniigiimlii voltametri yontemi nitel

analiz i¢in kullanilan en yaygin elektrokimyasal yoéntemdir.®®
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Sekil 2.5. Doniistimlii voltametri potansiyel-zaman grafigi

Doniistimlii voltametri yonteminde, uygulanan potansiyel dnce bir yonde sonra ters
yonde taranirken akim 6lgiiliir. Bir dontisiimlii voltametri deneyinde tek bir tam dongii, bir
yarim dongii veya bir¢cok dongiiler kullanilabilir. Taramanin ters dondiigli potansiyellere
doniis potansiyeli denir. Belli bir deneyde, doniis potansiyelleri, bir veya daha ¢ok sayida
tiriin difiizyon kontrolli ylikseltgenmesini veya indirgenmesini gozlemeyi miimkiin
kilacak sekilde secilir. {lk taramanin y&nii, numunenin bilesimine bagli olarak negatif
yonde olabilecegi gibi, bunun tersi de olabilir. Daha negatif potansiyellere dogru gidilerek
tarama yapiliyorsa, buna ileri tarama, diger yondekine de geri tarama denir.

2.6.1.3. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametri son derece hizli ve duyarli olma istiinliigii olan bir puls

voltametri teknigidir. Voltamogramin tamami 10 ms’den daha az siirede elde edilir.

- I = T = |

oo = 0n

 J

Zaman

Sekil 2.6. Kare dalga voltametri potansiyel-zaman grafigi
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Sekil 2.6’da kare dalga voltametrisinde elde edilen basamakli sinyal goriilmektedir.
Basamakli sinyalde her basamagin boy ve puls periyodu esit olup bu yaklasik 5 ms

civarmdadir.

Al pA

! 1 1 1 1
-5
200 100 0 =100 —-200 -—300 —400 -—500

n [E - EL,-:}, mV

Sekil 2.7. Kare dalga voltamogrami

Sekil 2.7°de bir tepkime i¢in alinan kare dalga voltamogrami gosterilmektedir.
Kare pulsun ileri ve geri uygulamalarindaki iki noktaya ait akim degerlerinin farklari
alinarak net akim hesaplanmaktadir. Akimlardan birinin degeri negatif oldugu icin fark
akimlarin toplamini vermektedir. Kare dalga voltametrinin tayin sinirlar1 107 ile 10 M
oldugundan dolay1 hem siiresinin daha kisa olusu hem de tayin sinirinin diisiik olmasindan

dolayi elektroanalizde ¢ok kullanilan bir yontemdir.

2.6.1.4. Diferansiyel Puls Voltametri
Elektroanaliz ve elektrokimyasal calismalarda kapasitif akimin faradayik akimdan
ayrilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemlerde faradayik akimin kapasitif akima

orant yiiksektir. Bu c¢alisma elektroduna uygulanan pulsun ve uygulamadaki akimin
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Ol¢iilme seklinden kaynaklanmaktadir. Her bir pulsta iki 6l¢iim alinir. Birinci 6l¢iim puls
uygulamadan hemen 6nce alinirken ikinci 6l¢iim ise puls bitmeden alinmalidir. Net akim,
son akim ile ilk akimin farki alinarak bulunmakta ve yapilan fark alma islemi kapasitif

akimin yok edilmesi olarak bilinmektedir.®’
2.6.2. Elektrokimyanin Temel Kavramlar

Bu boliimde elektrokimyadaki temel kavramlardan, elektrot reaksiyonlardan ve
hiicre kimyasindan bahsedilmistir. Elektrot tepkimeleri, iletken ya da yar1 iletken bir
madde ile ¢ozelti ara yiizeyinde elektron aktarimi yoluyla meydana gelen elektrokimyasal
degismelerdir. Elektrot tepkimelerinde anot ve katot olmak iizere iki ¢esit elektrot vardir.
Anot; c¢ozeltiden elektroda elektron aktariminin olabildigi yani yiikseltgenmenin
gerceklestigi elektrottur. Katot; elektrottan ¢ozeltiye elektron aktariminin olabildigi yani
indirgenmenin gerceklestigi elektrottur. Katot materyali olarak platin, altin, karbon gibi
metaller ya da kursun, bakir gibi ge¢is metalleri kullanilabilirken, anot olarak belirtilen
inert metallerin yanmi sira metal oksitler kullanilabilir. Anot tepkimelerinde akim negatif
yonli, katot tepkimelerinde ise akim pozitif yonlii olarak kabul edilmektedir. Elektrot
yilizeyinde degisiklige ugrayan elektroaktif yapiya sahip organik veya inorganik maddeler
¢oziicli yardimiyla ¢6ziinmiis halde ya da elektrot yilizeyine kapl ince bir film serit halinde

bulunabilmektedir. Tepkimelere elektrodun kendisi de katilabilmektedir.
2.6.3. Elektrot Reaksiyon Cesitleri

“Ox” ile gosterilen bir maddenin elektron aktarimi yoluyla “Red” maddesine

doniigsmesi elektrot ¢cozelti ara yiizeyinde (Sekil 8);
a) “Ox” maddesinin ¢ozeltiden elektrot ylizeyine tasinmasiyla,
b) “Ox” maddesinin elektrot yiizeyinde indirgenmesi i¢in elektrot aktarima,

¢) Olusan “Red” maddesinin ¢dzeltiye tasimnmasi olaylar1 gerceklesebilir.>
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Sekil 2.8. Elektrot reaksiyonlari

2.6.3.1. Kiitle Transferi

Elektroaktif tiirlerin elektrokimyasal rediiksiyon veya oksidasyonu, elektrot- ¢ozelti
ara ylizeyinde ¢ok ince bir ¢ozelti tabakasinda (~30 nm) gerceklestiginden ana ¢ozeltiden
elektrot ylizeyine reaksiyona giren tiirlerin devamli aktarimini gerektirir. Kiitle transferi
denilen maddenin elektrot yiizeyine tasinmasi olayi; diflizyon (rastgele hareket),

konveksiyon (karistirma) ve migrasyon (go¢) sekilde meydana gelebilir.
2.6.3.2. Kimyasal Reaksiyonlar

Bir elektrot reaksiyonu sonucu olusan iiriin kararli olmayabilir. Bu durumda,
elektroaktif maddenin elektron transferiyle olusturdugu kararsiz ara {iriin kimyasal

reaksiyonla sonug iirline dontistir.

Ox+ne < Red Elektrokimyasal reaksiyon

Red —»P Kimyasal reaksiyon

Rediiktantin P’ye doniisiimii 3 farkl yolla olabilir;

28



1. Rediiktant ara {irlinii elektrottan uzaklastiktan sonra cozelti igerisinde homojen

reaksiyon ile P’ye doniisiir.
2. Elektrot yiizeyinde adsorplanmis rediiktant heterojen reaksiyon ile P’ye doniisiir.
3. Ortamda bulunan bir reaktif (¢coziicii, elektrolit) ile etkileserek P’ye doniistir.
2.6.3.3. Adsorpsiyon Kontrollii Reaksiyonlar

Adsorpsiyon; ¢ozeltide bulunan molekiil ve iyonlarin elektrodun yiizeyine farkli
yollarla tutunmasi olarak tanimlanmaktadir. Adsorpsiyon sonucu elektrot yiizeyine
baglanan iyon ve molekiiller ile elektrot yiizeyi arasinda farkli tiirde baglar olugmaktadir.
Genellikle  beklenilmeyen  elektrokimyasal  davraniglar  adsorpsiyon  olayiyla
aciklanmaktadir. Elektroinaktif tiirlerin adsorplanmasi tepkime kinetiginde degismeye ve
tepkime hizinin azalmasina neden olmaktadir. Bu degisiklik elektron aktarimini saglayan
aktif yiizeyin azalmasindan ve elektron aktariminin elektrot yiizeyinden uzakta meydana
gelmesinden kaynaklanir. Elektroaktif maddelerin adsorplanmasi ortamda gerceklesen
elektron aktarimimin termodinamiginde degisikliklere yol agmaktadir. Elektrot yiizeyine
adsorbe olan tiirler yiiksiiz organik molekiiller, metal katyonlar, inorganik tiirler seklinde
bulunabilmektedirler. Anyonlarin adsorpsiyonu elektrodun pozitifligi arttikga artmakta
yiiksiiz organik molekiillerin adsorpsiyonu ise hidrofobik 6zellik arttikga armaktadir
(organik maddelerde bulunan pi elektronlar1 ve bag yapmamis elektron ¢ifti bulunduran
azot, molekiiliin adsorpsiyonunu arttirir). Yiiksiiz organik molekiiller genellikle yiiksiiz
elektrotlara adsorbe olmaktadir. Elektrot yiizeyi farkli yliklerle yiiklendik¢e polar su
molekiilleri elektrot ile etkilesmekte ve ortamdaki yiiksliz organik molekiiller su

molekiilleriyle yer degistirmektedir.
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2.6.4. Mekanizma Cesitleri
2.6.4.1. Tersinir Reaksiyonlar

Tersinir tepkimelerde ylizeyde elektron aktarim hizli gerceklesmektedir. Bir
tepkime yavagsa ve potansiyel tarama hizi arttirilirsa tepkimede kararsiz hal diflizyonu

artar (Sekil 2.9).

Akim

katodik pik akum

anodik pik alkmm

Potansivel

Sekil 2.9. Tersinir bir reaksiyon i¢in alinan doniisiimlii voltamogram

Dontigiimlii voltametri ¢alismalarindan yararlanilarak bir tepkimenin tersinir olup

olmadiginin belirlenmesinde agagidaki kriterler kullanilir:
* Ex5-Ep*=59/n mV veya Ep-Epo= 57/n mV tur.

* Ep tarama hizi ile degismez.

* ip? / ip*= 1°dir ve bu oran tarama hiziyla degismez.

* ip/v!2, tarama hiziyla degismez.

* Dalga sekli tarama hiziyla degismez.
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2.6.4.2. Yar Tersinir Reaksiyonlar

Yarn tersinir tepkimelerde akim, difiizyon hiz1 ve elektron aktarim hizi ile birlikte
kontrol edilir. Redoks ciftinin elekrot yiizeyindeki derisimlerinin degismesinde difiizyon

ve kinetik olaylariin her ikisi de etkilidir (Sekil 2.10).

E
=
<
.~
.
Yar tersinir reaksiyon
rd ~ ~
i -
~ -
- - - -
i - - el i -
- - Potansiyel
-
> e
™~ rd
e

Sekil 2.10. Yar1 tersinir bir reaksiyon i¢in alinan doniistimlii voltamogram

Bu sebeple difiizyon ve kinetik esitlikleri birlikte ¢oziiliir. Bu tiir mekanizmalarda

sistem tersinir ve tersinmez mekanizmalar arasinda davranis sergiler.

Bir tepkimenin yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de dontigiimlii voltametri

calismalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu amacgla, asagidaki kriterler

incelenir.®’

Yari-tersinir bir sistem igin:

* ip/v!’? tarama hizina baglh degildir.

*ip? / ipk= 1"dir.

* E¥ tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.
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« EpN-Ep® farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu

degerden daha biiyliktiir ve tarama hizi ile artar.

2.6.4.3. Tersinmez Reaksiyonlar

Elektrokimyasal olarak bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gosteren ilk
gozlem doniislimlii voltametri ¢aligsmalarinda ters tarama yoniinde herhangi bir pikin
gozlenmemesidir. Bunun yaninda;

* Ep? - Ep* >59/n mV veya Ep-Epn=48/n mV tur.

* Ep tarama hiz1 ile degisir. Tarama hiz1 arttirildikca anodik pikler daha anodik
potansiyele, katodik pikler ise daha katodik potansiyele kaymaktadir.

2.6.5. Destek Elektrolit Secimi

Elektrokimyasal reaksiyonda, elektroaktif maddeyi ¢ozecek c¢oziiciiniin yliksek
dielektrik sabitine sahip olmasi gerekir. Diger 6nemli husus ise, ¢oziiclinlin parcalanma
potansiyelinin elektroaktif bilesiginkinden biiyiik olmasidir. Aksi halde ¢oziiciiniin kendisi
reaksiyona girer. Ayni durum destekleyici elektrolit icin de gecerlidir. Bu yiizden
destekleyici elektrolit inert olarak seg¢ilmelidir. Sulu ortamda bdyle bir problem yoktur

(Sekil2.11).

| | 1M I,S0,
Pt B | pH7
| 1MNa20H
| | 1M H,SO,
: | 1 MKCI
H
= ; | 1 M NaOH
I | 1 M Et,NOH
I | 1M HCIO,
C ‘ I | 0.1 MKCl
] I ] ] ] | ]
I | [ [ I | 1
+3 +2 +1 0 -1 -2 -3

Potansiyel, V vs SCE

Sekil 2.11. Coziicti, destekleyici elektrolitler ve potasiyel iligkisi
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2.6.6. Elektroanalitik Yontemlerin Kullanim Alanlari
Cok diisiik tayin sinirlarina ulasabilen kantitatif tayinler
Kalitatif tayinler
Elektrot reaksiyon mekanizmalarinin belirlenmesi

Oksidasyon basamagi, sitokiyometri, reaksiyon hizt ve yiik transferinin

belirlenmesi

Kiitle aktarimi1 ve adsorbsiyon olaylarinin incelenmesi

Standart elektrot potansiyellerinin belirlenmesi

Kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyon denge sabitlerinin belirlenmesi
Difiizyon katsayilarinin belirlenmesi

Elektrot yiizey alanlarinin tespiti

Korozyon g¢alismalari

Organik veya inorganik materyallerinin ince filmlerinin olusturulmasi
Elektrokimyasal polimerizasyon

Enerji iiretimi

Elementlerin geri kazanimi

2.7. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), iiriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya

kantitatif analizlerde secilen yontem ya da yontemlerin bu analiz islemlerinde

uygulanabilir oldugunu gdstermek igin yapilan testlerin tiimiidiir.5%% Secilen analitik

yontemin gegerliligini gostermek i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Saklanan Orneklerin Kararlilig1 (Stabilite)

4. Dogrusallik
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5. Secicilik
6. Duyarlilik
7. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlarda ve biyolojik ortamlarda etkin maddelerin miktarlarinin
belirlenmesinde uygulanan yontemlerin  gecerlilik  testlerinin  yapilmis  olmasi
gerekmektedir.

2.7.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin gergek degere veya gercek olarak kabul
edilen degere yakinlig1 olarak ifade edilir ve bagil ya da mutlak hata ile verilir. Kesinlik
ise, analitik bir islemde 6nceden belirlenmis kosullar altinda ayn1 homojen 6rnekten bir¢cok
ornekleme yapilir ve bu 6rneklerin herbirinden alinan bir seri dl¢iim sonuglarinin birbirine
yakinlig1 olarak ifade edilir ve % BSS (bagil standart sapma) ile verilir.
i) Giini¢i kesinlik: Birbirinden bagimsiz bigimde hazirlanmis numunelerin ayni giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligi (n=6, n:6l¢iim sayis1) % BSS
degeri ile verilir.
ii) Giinler arasi kesinlik: Birbirinden bagimsiz bicimde hazirlanmis numunelerin farkl
giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuclarinin birbirlerine
olan yakinlik Olgiisiidiir. Bu g¢alismayla elde edilen degerler ayni zamanda yontemin
uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

2.7.2. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Saklanan Orneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Etkin maddeyi iceren kan
orneklerinin normal laboratuar kosullarinda nem, sicaklik, hava ve érneklerin dondurulup-

eritilmesi (-20 °C bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda etkin maddenin
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bozunmadan sabit kaldig1 siire tespit edilmeli ve ayni zamanda elde edilen bilgilerin
literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedir.

2.7.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra ¢dzeltinin derisimine karsi elde edilen cevaplar grafige gegirilerek
kalibrasyon egrisi tiiretilir. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart
egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,
dogrusalligin matematiksel bir dl¢iisiidiir.

2.7.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir dl¢lisiidiir.

2.7.5. Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri numune
icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiikk derisimdir.
Kromatografik calismalarda tayin alt sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltli yiiksekligine
oranin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

2.7.6. Gozlenebilme (Teshis) Sinir1 (LOD)

Bir analitik yontemin g6zlenebilme (teshis) sinir1, bir 6rnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin i¢in
tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olamay1p sadece bir sinir degeridir. Kromatografik
calismalarda gozlenebilme sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii yliksekligine oranin 3
oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.7.7. Geri Kazamim

Analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere orani olarak ifade edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Amlodipin (Sigma, Almanya)
Rosuvastatin (Sigma, Almanya)
Rosucor Plus (Erzurum, Tiirkiye)
Asetonitril (HPLC grade, Merck, Almanya)
Lityum perklorat (Sigma, Almanya)
Deiyonize su (Millipore)
Azot (N2) (% 99.9 saflikta, Erzurum, Tiirkiye)
3.2. Kullanilan Cihazlar
Etiiv (Memmert)
Ultrasonik banyo (Elma LC 30)
Terazi (Metler Toledo)
Karstiricr (Vorteks, IKA)
3. Voltametre Sistemi
Potansiyostat (Gamry Interface 1000)
3.3.1. Voltametrik Yontem ve Sartlari
Voltametrik 6l¢iimler doniisiimlii voltametri yontemi kullanilarak +0.80 ile +1.90
V potansiyel araliginda Gamry Interface 1000 markali potansiyostatta gergeklestirildi.
Caligmada platin elektrot indikator elektrot, Ag/AgCI referans elektrot ve karsit elektrot
olarak platin tel kullanildi. AML ve ROS ¢ozeltilerinin doniisiimlii voltametride taramasi
100 mV tarama hizinda gergeklestirildi. Kare Dalga Voltametri yonteminde tarama hizi 20

mV s, frekans 25 Hz ve puls genligi 50 mV olarak secilmistir.

36



4. BULGULAR

4.1. Voltametri Yontemi

4.1.1. Doniisiimlii Voltametri (CV) Deneyinin Yapihisi

Destek elektrolit olarak segilen 0.1 M LiClO4/asetonitril ¢ozeltisinden 5 mL
almarak elektrokimyasal hiicreye konulmus ve 3 dakika siire ile azot gazi gegirilmistir.
Caligmalarin yapilacagi sinir potansiyel degerlerinin belirlenmesi igin bir takim 6n
denemeler yapilmis ve calisma potansiyel penceresinin +0.80 V ile +1.90 V oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.1).

15,00 ua
------ Amp
------ Ros
10,00 ua
------ Amp + Ros
@ 5,000 ua
E
0,000 A
-5,000 ua
00,0 mv 1,000 1,500 2,000V

Wi (W vs. Ref)
Sekil 4.1. AML ve ROS etkin maddesinin 0.1 M LiCIO4 iceren asetonitril i¢indeki

doniisiimlii voltamogramlar1 (ROS ve AML, 50 ug ml")
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Potansiyel sinir degerleri belirlendikten sonra elektrokimyasal ¢alisma hiicresindeki
¢oziicli destek elektrolit igerisine belirlenen derisimlerde ROS ve AML bulunacak sekilde
stok ¢ozelti eklemeleri yapilmistir. Bu eklemeler i¢in mikro pipetler kullanilmistir. ROS ve
AML nin 50 ug ml"!' derigimleri igin 100 pg ml™! olan stok ¢dzeltiden alan bir miktar, 6n
seyreltme yapilarak eklemelerde olast hatalar 6nlenmistir. CV caligmalarinda sabit ROS ve
AML derisimlerinde tarama hizinin pik akimina etkisi ¢calisilmistir. Bu ¢alisma i¢in 0.01 V
sile 1 V s arasindaki tarama hizlarindaki voltamogramlar alind.

Ayni sekilde ROS ve AML i¢in kare dalga voltamogramlar1 da alinmis olup; AML
icin +1.15 V ve ROS i¢in +1.61 V potansiyelde maksimum kare dalga akimi gozlenmistir.

(Sekil 4.2).

2,500 uA

2,000 us

1,500 uA

Idif (44)

1,000 ui

00,0 n&

0,000 A
200,0 my 1,000 1,200 2000w

Vatep (V)

Sekil 4.2. AML ve ROS etkin maddesinin 0.1 M LiCIOs igeren asetonitril i¢inde Kare

Dalga Voltamogramlari (20 pg ml™)
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4.1.2. Amlodipin Icin Kare Dalga Voltametri Deneyinin Yapihs1

Kare Dalga Voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha dnce
yapilan CV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, Kare Dalga Voltametri
yontemi i¢in gerekli parametreler ayarlandiktan sonra calismalar gerceklestirilmigtir. AML
stok standart ¢ozeltisinden elde edilen farkli derisimler icin kare dalga voltamogramlarin
pik akimlar1 kaydedilmistir.

4.1.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

AML 0.1 M LiClOg/asetonitril ¢dzeltisi iginde 100 pg ml! derisimde stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢o6zeltiden belirli hacimlerde alinip 0.1 M LiClOa4/asetonitril ¢ozeltisi
ile seyreltilerek 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml! derisimlerde AML standart ¢alisma
cozeltileri hazirlandi. AML’nin +1.15 Volt potansiyeldeki kare dalga voltamogramlari

alind1 (Sekil 4.3).

a00,0 na

00,0 nA

400,01 nA

Iif {4

200,0 nA

0,000 A
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Sekil 4.3. AML etkin maddesinin 0.1 M LiCIO4 igeren asetonitril i¢indeki
Kare Dalga Voltamogramlari (5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml™")
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4.1.2.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.1.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
5-40 nug ml! derisim araligmmda AML c¢ozeltilerinin derisimlerine karst +1.15 V

potansiyelde okunan kare pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri

elde edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Kare Dalga Voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Kare Dalga Voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon
esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Kare Dalga Voltametrik calismada AML’ye ait kalibrasyon egrisinin istatistiki

degerleri
Parametreler Kare Dalga Voltametri
Potansiyel (E: V) +1.15
Dogrusal aralik (ug ml™) 5-40
Regresyon dogrusu denklemi A=12.69x+185.36
Sa 18.16
So 0.725
Korelasyon katsayist (r) 0.9948
S 2.42x10°

S.: Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi

40



4.1.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

AML i¢in kalibrasyon egrisinin en kiiciik degerinden daha kii¢iik derisimlerde bir seri
¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar {i¢ kez okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiiclik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri
olarak tespit edildi. Kare Dalga Voltametrik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt
sinir1 degerleri sirastyla 0.70 ug ml™! ve 2.10 pg ml™! olarak bulundu.

4.1.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢ci ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimdeki AML ¢ozeltilerinin giini¢i ve giinler
arasi (farkli gilinlerde en az iki giin) pik akimlarn ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi
yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Kare Dalga Voltametrik yonteminin giinici ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik

degerleri
Gilinigi Giinler arasi

Eklenen Bulunan#std. % bagil % Bulunan =std. % bagil hata %

(ng ml™) Sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.31+0.31 -2.53 4.24 7.67+0.41 2.26 5.34
17.5 16.47+0.81 -5.88 4.92 17.95+0.62 2.57 3.45
325 31.40+1.39 -3.38 4.42 33.20+1.29 2.15 3.89

4.1.2.2.4. Kararhlik (Stabilite)

AML stok ve standart ¢dzeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil) kaldig siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik calismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in AML’nin ti¢ farkl
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle

bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar Slgiildii ve elde edilen degerler
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hemen standart ¢ozeltilerin okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.3’de verildi.

Tablo 4.3. AML’nin Kare Dalga Voltametrik yontemle belirlenen kararlilik (stabilite)

degerleri
Eklenen  Oda sicakligt  Oda sicakligi 4°C 4°C -20°C -20°C
(Eg ml ) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.7+1.17 99.5+1.41 98.7£2.59  99.5£1.41 101.1£3.51 99.3+1.79
20 99.7+1.17 97.6£3.23  99.1+1.68  99.1+5.72  101.1+£3.51 97.9+4.46
30 98.5+4.21 102.1+4.62  98.3+3.15 102.1+4.62  98.5+4.21  99.1+5.72
4.1.2.2.5. Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim g¢alismalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Rosucor® film tablet preparatinin sirasiyla 5 pg ml' derisimde ¢ozeltileri
hazirlanarak pik akimlari okundu. Sonra bu ¢ozeltiler lizerine AML’nin 3 farkh
derigimdeki standart ¢ozeltileri eklendi ve giini¢i ve giinler arasi (farkli glinlerde en fazla
iki glin) pik akimlar belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayn1 derisimdeki standart
cozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yilizde geri kazanim olarak
Tablo 4.4°de verildi.

Tablo 4.4. Kare Dalga Voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giinici ve

giinler aras1 geri kazanim degerleri

Giinici Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunan#std.  Geri % Bulunan Geri %
(ug ml™) sapma kazannom BSS  +std. sapma  kazanim BSS
Eﬁiﬁ%ﬁ s 5.1+0.18 102.0  3.53 49+0.13 98.0 2.65
(5 pg ml™) 15 14.6 +£0.28 97.3 1.92 14.8£0.27 98.7 1.82
35 354+0.73 101.1  2.06 35.6+1.02 101.7 2.87
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4.2.2. Rosuvastatin icin Kare Dalga Voltametri Deneyinin Yapilisi

Kare Dalga Voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha dnce
yapilan CV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, Kare Dalga Voltametri
yontemi i¢in gerekli parametreler ayarlandiktan sonra g¢alismalar gerceklestirilmistir. ROS
stok standart ¢ozeltisinden elde edilen farkli derisimler icin kare dalga voltamogramlarin
pik akimlar1 kaydedilmistir.

4.2.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

ROS’un 0.1 M LiClO4/asetonitril ¢dzeltisi icinde 100 pg ml' derisimde stok
cozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip 0.1 M LiClO4/asetonitril
cozeltisi ile seyreltilerek 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml! derisimlerde ROS standart
calisma ¢ozeltileri hazirlandi. ROS’un +1.61 Volt potansiyeldeki voltamogramlari alindi

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. ROS etkin maddesinin 0.1 M LiCIOg4 igeren asetonitril i¢indeki
Kare Dalga voltamogramlari (5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml™")
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4.2.2.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)
4.2.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
5-40 pg ml! derisim aralifinda ROS c¢ozeltilerinin derisimlerine karsi +1.61 V

potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde

edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kare Dalga voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Kare Dalga Voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon
esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4.5. Kare Dalga Voltametrik ¢alismada ROS’a ait kalibrasyon egrisinin istatistiki

degerleri
Parametreler Kare Dalga Voltametri
Potansiyel (E: V) +1.61
Dogrusal aralik (pg ml™) 5-40
Regresyon dogrusu denklemi A=11.892x+161.68
S 12.24
S 0.813
Korelasyon katsayist (r) 0.9907
S 1.98x107

S.: Kaymanin standart sapmasi, Sp: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart sapmasi
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4.2.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

ROS ig¢in kalibrasyon egrisinin en kii¢lik degerinden daha kii¢iik derisimlerde bir seri
¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar {i¢ kez okundu. Okunan degerlerin yiizde bagil standart
sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
olan derisim gdzlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiiclik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri
olarak tespit edildi. Kare Dalga voltametrik yontemin gézlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1
degerleri sirastyla 0.80 ug ml! ve 2.40 pg ml™! olarak bulundu.

4.2.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢ci ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri igine diisen ii¢ farkli derisimdeki ROS ¢d6zeltilerinin giinici ve giinler
arasi (farkli gilinlerde en az iki giin) pik akimlarn ii¢ kez okundu. Okunan degerlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler arasi kesinligi

yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.6’da verildi.

Tablo 4.6. Kare Dalga Voltametrik yonteminin giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik

degerleri
Giinici Giinler arasi
Eklenen Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ng ml™) sapma hata BSS Sapma BSS
7.5 7.29+0.19 -2.80 2.61 7.88+0.23 5.06 291
17.5 18.60+0.32 6.29 1.72 18.13+0.30 3.60 1.65
37.5 35.50+0.79 -5.33 2.22 39.44+0.81 5.17 2.05
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4.2.2.2.4. Kararhhk (Stabilite)

ROS stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢aligsma siiresince kararli (stabil) kaldig: siireyi
belirlemek amaciyla kararlilik calismasi gergeklestirildi. Bunun i¢in ROS’un {i¢ farkl
derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakhigi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle
bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve elde edilen degerler

standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim

ile Tablo 4.7’de verildi.

Tablo 4.7. ROS’un Kare Dalga Voltametrik yontemle belirlenen kararlilik (stabilite)

degerleri
Eklenen  Oda sicakhigi  Oda sicakligi 4°C 4°C -20°C -20°C
(ug ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.3+5.41 101.1£3.72  99.6+1.45 98.842.56 101.1+3.52 99.4+1.79
20 102.1+4.62 98.5+4.21 97.6+£3.23  99.1+1.68  97.9+4.46 99.5+1.43
30 98.6+4.32 101.144.02  97.34£3.12  99.8+1.18  99.1+£5.72  99.7+1.17
4.2.2.2.5. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Rosucor® film tablet preparatinin sirasiyla 5 pg ml! derisimde cozeltileri
hazirlanarak pik akimlar1 okundu. Sonra bu ¢ozeltiler iizerine ROS’un 3 farkli derisimdeki
standart ¢ozeltileri eklendi ve glinici ve giinler arasi (farkli glinlerde en fazla iki giin) pik
akimlar1 belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltilerinin
pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.8’de

verildi.
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Tablo 4.8. Kare Dalga Voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giinici ve

giinler aras1 geri kazanim degerleri

Gilinigi Giinler arasi
P t
repara Eklenen  Bulunantstd.  Geri % Bulunan Geri %
(ug ml™") sapma kazanom BSS  +std. Sapma  kazanim BSS
Rosucor® 7.5 7.67+0.41 1022 534 7.31%0.31 97.5 4.24
filmtablet 175 17951062 1025 345 1697:0.84 969  4.94
(7.5 pgml™)

325 31.40+1.39 96.6 442 33.20+1.29 102.1 3.89

4.2.2.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu gormek amaciyla AML ve ROS iceren farmasotik preparatta etkin madde
miktar analizi yapildi. Bu ¢alisma i¢in AML ve ROS igeren Rosucor Plus® film tabletten
25 pg ml! derisimde ¢ozelti hazirland1. Cozeltinin kare dalga voltametrik voltamogrami
almip pik akimi okundu. Voltamogram standart c¢dozeltilerin voltamogramlar: ile

karsilastirildi ve Sekil 4.7°de verildi.
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Sekil 4.7. Rosucor Plus® film farmasétik preparatinin Kare Dalga Voltametrik

voltamogrami (25 pg ml™!)
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5.TARTISMA

Analitik kimya, kimyasal analizle ugrasan bir bilim dalidir. Analitik kimyada
herhangi bir maddeyi analiz etmek icin kullanilacak analitik yontemlerin tstlinliikleri ve
sinirlamalart hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine
sahip olmak gerekir. Ayrica analizi yapilacak madde ile ilgili iyi bir literatlir taramasinin
yapilmis olmasi1 da gerekmektedir. Aslinda analitik bir yontemin nasil segilecegi
konusunda net bir sey sdylemek miimkiin degildir; ¢iinkii laboratuvar kosullarina baglh
olarak kullanilacak yontemler degisebildiginden dolay1 her zaman en iyi yol sadece bir
tane olamayabilir. Kosullara bagli olarak kullanilacak yontemler degisebilmektedir.
Bundan dolay1 analitik kimya ¢alismalar1 ¢ok biiyiik bir ¢esitlilik arz eder.

fla¢ analizlerinde kullanilacak yontem se¢imi analizin gerceklestirildigi ortama
(farmasotik  preparat veya biyolojik materyal) ve laboratuvar kosullarmma gore
yapilmaktadir. Bir analiz i¢in analitik yontem gelistirildikten sonra bu yoOntemin
uygulanabilir oldugunu gostermek icin dogrusal aralik, dogruluk, kesinlik, gozlenebilme
siirt, tayin alt smiri, geri kazanim ve stabilite parametreleri incelenerek yontemin
gegcerlilik testinin (validasyonunun) yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada AML ve ROS ila¢ etkin maddelerinin Oncelikle elektrokimyasal
davranigi, doniisiimlii voltametri yontemi ile tersinirlik ve adsorpsiyon ozellikleri gibi
Ozelliklerinin incelenmesi amaclandi. Bu diisiinceyle pH, derisim, tarama hiz1 gibi
deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenmis ve bu
kosullarda nicel tayin calismalar1 gerceklestirilmistir. Elektroanalitik metotlarin hepsinde
elektrot ¢ozelti sistemine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap Ol¢iiliir. Bu
cevap sistemin Ozellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak biitiin elektrokimyasal
tekniklerde akim, potansiyel ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametreler teknigin

adin1 belirler. Mesela, voltametri, kronoamperometri ve kronokulometri gibi tekniklerde
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siras1 ile potansiyel-akim, zaman akim ve zaman-yiik parametreleri arasindaki iliski
anlatilmaktadir. Elektroanalitik metotlar genel olarak net akimin sifir oldugu denge
durumundaki statik metotlar ve denge durumundan uzakta net akimin gozlendigi dinamik
metotlar olmak {iizere ikiye ayrilir. Elektroanalitik tekniklerin ¢ok biiylik bir kismi net
akimin sifir olmadig1 dinamik metotlardir ve bunlar da potansiyel kontrollii veya akim
kontrolliidiir.>’

Akim kontrollii teknikler kronopotansiyometri ve kulometrik titrasyonlar olmak
lizere iki kisimda incelenir. Iyon segici elektrotlarn kullanildigi metotlar akimin sifir
oldugu statik elektroanalitik metotlardir. Voltametride deneyler {i¢lii elektrot sisteminde
gerceklestirilmektedir. Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli degistirilen indikatdr
elektrot veya calisma elektrotudur.®

Voltametride indikator elektrot olarak, civa, platin, altin, paladyum, karbon elektrot
(grafit, karbon pasta elektrot, camsi karbon elektrot) gibi elektrotlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ikinci elektrot, potansiyeli deney siiresince sabit
kalan referans elektrottur. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel
elektrottur. Elektrot sistemindeki iiclincli elektrot ise karsit veya yardimci elektrottur.

6" Voltametride akim, calisma

Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir.
elektrodu {izerinde maddelerin indirgenmesi veya ylikseltgenmesi sonucunda olusur.
Indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima
ise anodik akim denir.

AML ve ROS etkin maddeleri icin yapilan literatiir arastirmasinda miktar tayinine
yonelik UV dedektorlii HPLC, LC-MS, LC-MS/MS gibi kromatografik yontemlere
ulagilmistir. Calismalarda genellikle tampon sistemi igceren mobil faz kompozisyonlari

kullanilmigtir. pH’s1 bilinen tampon mobil faz sistemi giinliik hazirlanmasi1 gerekmekte ve

bu durum kolon dmriinii azaltmaktadir. HPLC calismasinda analizin yapilmasi, kolonun
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sartlandirilmasi, analiz 6ncesi HPLC sisteminin ¢alismaya optimize edilmesi i¢in ¢ok fazla
zaman harcanmaktadir. HPLC yontemi ile farkli etkin maddelerinin farmasdotik
preparatlarda ve biyolojik materyallerde yontem gelistirme, yontem validasyonu ve gercek
numunelerde uygulamasinda HPLC sistemi ile ¢alismanin zorluklar1 bilinmektedir. AML
ve ROS’un farmasotik preparatlarda tayinine yonelik Kare Dalga Voltametri yontemi ile
ayni anda tayinine yonelik bir ¢alismaya ulagilamamistir. Bundan dolay1 AML ve ROS
etkin maddelerinin farmasotik preparatlarda ayni anda tayinine iliskin kolay, ekonomik ve

hizli yontemler gelistirilmesi gerekmektedir.

Farmasotik dozaj formlarinda AML ve ROS ilag etkin maddesinin fiziksel ve
farmakokinetik yapisindaki degisiklikler, bu molekiillerin yiikseltgenme veya indirgenme
davraniglarindaki degisikliklere baglhidir. Bu nedenle bu degisikliklerin izlenmesinde
elektrokimyasal yontemler onem tasimaktadir. Ancak iizerinde ¢alisilmasi diisiiniilen bu
ila¢ etkin maddesinin oldukca yeni olmasi nedeniyle literatiir arastirmasinda polarografik
yontemler ile analizi i¢in bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica bu etkin maddenin

elektrokimyasal mekanizmasi hakkinda da literatiirde bir bilgiye ulasilamamustir.

Bu nedenle tez kapsaminda yer alan AML ve ROS maddelerinin
yiikseltgenme/indirgenme mekanizmalar1 iizerinde de c¢alismalar yapilarak, analiz
sonuglari ile birlikte degerlendirilmistir. Bu tezde kullanilan elektrokimyasal yontem olan
voltametri 1970’1 yillardan bu yana elektronikteki gelismelerle dogrusal olarak ilag
analizlerinde sagladigir bazi istlinliikler nedeni ile giderek artan bir uygulama alanina
yayilmustir.®”% Ozellikle sonradan gelistirilen tekniklerle ¢ok diisiik derisimlerde bile (10-

1010712 M) farmasétik analizler yapilabilmektedir.

Voltametrik yontemlerin gliniimiizde ¢ok sayida kullanim alan1 vardir. Temel olarak en
onemli kullanim alan1 madde miktar tayinidir. Bu nedenle o6zellikle klinik amagla

kullanimlar1 ¢ok yaygindir. ilaglarin igindeki etkin maddelerin tabletlerden, biyolojik
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stvilardan izole edildikten sonra miktarlarinin tayininde oldukca hassas tayinler
yapilabildiginden analizlerde tercih edilen yontemler olmuslardir.

Modern elektro analiz yontemler (kare dalga ve diferansiyel puls voltametri) sayesinde
biyolojik sivilardan ila¢ etkin maddeleri ve metabolitlerinin direkt olarak analizinin
yapilabilmesi saglanmaktadir.®”-%® Bu yontemler diger pek gok yénteme (HPLC, LC-MS,
GC-MS vb.) gore oldukca kolay olup ¢cogu kez herhangi bir ayirmaya gerek kalmadan
gerceklestirilebilmektedir.

Voltametri yOntemlerinin Ustiin yanlarindan biri de, ila¢ etkin maddelerinin
indirgenme ve ylikseltgenme reaksiyonlarindaki rolii ile molekiiler biyoloji alaninda ve
dolayistyla fizyolojik 6nem tasiyan pek ¢ok bilesigin farmakolojik etki mekanizmalarinin
aciklanmasinda kullanilmasidir. Ilag etkin maddelerinin elektrot yiizeyindeki oksido-
rediiktif davraniglari, ilaglarin viicuda alindig1 zaman viicutta ugradiklart invivo redoks
davraniglarina benzetilmekte ya da baska bir deyisle metabolizmalar1 hakkinda bilgi
verebilecegi diisiiniilmektedir.®

Voltametrik analizde kullanilan kat1 elektrotlarla yapilan calismalardaki en 6nemli
engel elektrot yiizeyinin, maddelerin yiizeyde tutulmalar1 nedeniyle kolayca
temizlenememesi ve bu nedenle tekrar edilebilirligin saglanmasmin oldukc¢a zahmetli
parlatma veya biraz vakit alan elektrokimyasal 6n islemler gerektirmesidir. Bu tekrar
edilebilirligin saglanabilmesi i¢in son yillarda baz1 kimyasal, elektrokimyasal veya her
ikisinin de bir arada kullanildigi 6n islemlerle elektrot materyalinin aktive edilerek

temizlenmesi*’

veya Ozellikleri degistirilerek gelistirilmis elektrot dizayn c¢alismalari
sayesinde yapilan analizlerde duyarlik ve secicilik arttirilmis hatta elektroinaktif yapidaki
molekiillerin analizlerinin yapilabilmesi saglanmistir.

AML ve ROS’un elektrokimyasal davraniglarini incelemeden once, 0.1 M

LiClO4/asetoitril ortami i¢in potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, 0.1 M
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LiClO4/asetoitril ortaminda 50 pg ml! olarak hazirlanan AML ve ROS g¢ozeltilerinin
doniistimlii voltamogrami alindi ve Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1° den de goriilecegi gibi
+0.80V ile +1.9 V araliginda ¢o6ziicli sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme
pikine rastlanmadi. Bu nedenle, ¢alismaya uygun potansiyel penceresinin +0.80 V ile +1.9
V olarak segilmesine karar verildi. 0.1 M LiClOs4/asetoitril ile hazirlanan AML ve ROS
¢ozeltilerinin, 100m Vs tarama hizinda, +0.80 V ile +1.9 V potansiyel aralifinda platin
elektrot kullanilarak alinan doniisiimlii voltamogrami Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1 de elektrokimyasal davranisi incelenen AML ve ROS’a ait elde edilen
voltamogramda, bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi. Asidik ortamda
anodik pik potansiyeli AML i¢in +1.15 V, ROS i¢in +1.61 V’dur. Voltamogramlarda bir
katodik pikin gézlenmemesi, metimazoliin yiikseltgenmesinin tersinmez olabileceginin bir
gostergesidir. Ancak, katodik pike rastlanmamasi mutlaka elektron aktarim basamaginin
tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii elektron aktarim basamagini takip eden hizli bir
kimyasal reaksiyon gergeklesirse, katodik pik gézlenemeyebilir.

AML ve ROS’un elektrot yiizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi
icin dontisiimlii voltametri yontemi kullanildi. AML ve ROS’un elektrot yiizeyine adsorbe
olup olmadig1 farkli tarama hizlarinda doniisiimlii voltamogramlar1 alinarak pik
akimlarinin tarama hiziyla degisiminden yararlanildi. Bu amagla log ip-log v grafikleri
cizildi. Bilindigi gibi, difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve doniisiimlii voltamogramdaki
pik akimini veren Randless-Sevcik esitliginden, log ip ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir
dogru elde edilir. Maddenin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu bagintidan
ve dolayistyla 0.5’den sapmalar meydana gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin egimi
0.5’den biiyiik olur.%? Yapilan calismada cizilen log ip ve log v arasindaki grafikte egimin
AML i¢in 0.581 ve ROS igin 0.532 olmasi difiizyon kontrollii mekanizma yaninda AML

ve ROS’un elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu da s6z konusudur.
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Kare Dalga Voltametri yonteminde +1.5 V potansiyeldeki 5-40 ug ml"' derisime
sahip AML standart ¢ozeltilerinin voltamogramlar1 alindi (Sekil 4.3). Ayrica yontemin
dogrusal oldugu derisim aralifinda (5-40 pg ml!) AML ¢ozeltisi derisimine kars1 okunan
pik akimlar1 siddeti degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Voltametri
yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden regresyon dogrusu denklemi ve
korelasyon katsayisi (r) sirasiyla y=12.69x+185.36 (y: Pik akim siddeti, x: derigim) ve
0.9948 olarak, yontemin gdzlenebilme sinirt (LOD) degeri 0.70 pg ml™! ve tayin alt sinir1
(LOQ) degeri ise 2.10 pug ml' olarak belirlendi. Giini¢i ve giinler arasi kesinlik
belirlenmesinde ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk belirlenmesinde bagil
hata degerleri, sirasiyla % 5.34 ve % 5.88’den kiiciik olarak tespit edildi. Yontemin
uygulamast AML ve ROS igeren farmasdotik preparatlardan Rosucor Plus tablette miktar
analizi yapilarak gerceklestirildi. YOntemin farmasotik preparattan geri kazanim
degerleri % 97.3 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.

ROS i¢in gelistirilen Kare Dalga Voltametri yonteminde ise; +1.61 V potansiyelde
50-40 pg ml! derisim araliginda okunan kare dalga voltamogramlarinin pik akim siddetleri
kullanilarak kalibrasyon egrisi iiretildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden elde
edilen regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi sirasiyla y=11.892x+161.68 ve
1”=0.9907 olarak bulunmustur. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.80 ug ml! ve
2.4 pug ml! olarak bulunmustur. Giinigi ve giinler aras1 %BSS ve % bagil hata degerleri
sirastyla % 5.06 ve % 6.29 olarak tespit edilmistir. Yontemin uygulanmast AML ve ROS
iceren farmasdtik preparatlardan Rosucor Plus tablette miktar analizi yapilarak gelistirildi.
Yontemin farmasotik preparattan geri kazanim degerleri %96.6 ile 9%102.2 arasinda
oldugu belirlendi.

Ayrica gelistirilen yontemin farmasotik preparatlardan geri kazanim degerleri de

olduke¢a yliksektir. Bu yontemlerin bagka bir avantaji da herhangi bir 6n zenginlestirme,
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ekstraksiyon veya uzun bir numune hazirlama islemine gerek duyulmadan dogrudan 6l¢iim
yapilabilmesine izin vermesidir. Bu nedenle ila¢ endiistrisinde kalite kontrol

calismalarinda Kare Dalga Voltametri yontemi basariyla uygulanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, AML ve ROS etkin maddesinin standart ¢ozeltilerde ve farmasdotik
preparatlarda ayni anda miktar tayini i¢in literatiirdeki yontemlere alternatif olacak Kare
Dalga Voltametri yontemi gelistirilip gegerlilik testi yapildi.

Gelistirilen bu yontem hassas, duyarli, secici, dogru ve kesin oldugu gegerlilik testi
ile gosterildiginden dolayr yontemin farmasétik preparatlarda AML ve ROS’un miktar
tayini i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu calismadan elde edilen verilerin
ileriki ¢aligmalara da yol gdsterici olacag diisiiniilmektedir.

Bunlar;
Hipertansiyon ve kolesterol hastaliklarinda kullanilan ilaglarin  analizleri igin
kromatografik sistemler pahali organik solvanlari kullanirken, gelistirilen yontemlerde
minimum solvan sarfiyat1 bulunmaktadir. Bunun i¢in 6n zenginlestirme, ekstraksiyon veya
tiirevlendirme gibi basamaklara ihtiya¢ duyulmadan Kare Dalga Voltametri yontemi ile
direkt 6lgiim yapilmasiyla literatiirdeki diger yontemlere alternatif olabilir. Bu anlamda
yapilan tez 6zgiin bir ¢caligmadir.

Ayrica yliriitiilen aragtirmanin bilimsel katkis1 ve pratik sonuglari sunlardir:
- Se¢ilen AML ve ROS etkin maddelerinin ylikseltgenme ve indirgenme mekanizmasi
aydinlatilmig, boylece bu etkin maddelerin viicutta nasil bir mekanizma ile metabolize
oldugu hakkinda in vitro olarak bilgi sahibi olunmaya calisilmistir.
- AML ve ROS etkin maddesinin ileride insan plazmasinda tayini i¢in Onerilecek
ekonomik ve rutin analizlere uygulanabilecek 6zgilin bir yontem gelistirilmis oldu. Bu
nedenle ozellikle tip ve eczacilik alanlarinda rutin analizlerin yapilmasi kolaylasacak ve

cok sayida analiz kisa siirede yapilabilecektir.
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Etkin Maddelerinin Farmasotik Preparatlarda Kare Dalga Voltametri Yontemi ile Aym Anda

Miktar Tayini ” bashkh ¢alismasi etik kurulumuz tarafindan kabul edilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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Karar-05- Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali &gretim iyesi Dog. Dr. Bilal
YILMAZ in damsmani oldugu yilksek lisans &grencisi Nurullah YILMAZ'in Atatirk Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali Laboratuvaninda yiirlitecegi “Amlodipin ve
Rosuvastatin Etkin Maddelerinin Farmasitik Preparatlarda Kare Dalga Voltametri Yontemi ile Aym
Anda Mikiar Tayini” bashkh ¢alisma ile ilgili 29.05.2017 tarih ve 1700154025 sayih yazi ile ekleri
gorligtilmiigtiir.

Yapilan goriismelerden sonra; stz konusu ¢ahgmanin yiiriitilmesinin etik kurallara uygun
oldugu meveut oybirligi ile kabul edilmistir.
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