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ONSOZ

Zolmitriptan 5-HT1B ve 5-HT1p reseptor alt tiplerinin selektif agonisti bir antimigren
ilagtir. Triptanlar grubunda yer alir. Zolmitriptan elektroaktif bir ilag etken maddesi
olup, bu tez kapsaminda yiikseltgenme yoniinde verdigi cevabi incelenmistir. Uygun
elektrokimyasal yontem ve ortam belirlendikten sonra gelistirilen yontemin,
zolmitriptan’in farmasoétik dozaj formlarindan ve insan serumundan analizine
uygulanabilirligi aragtirilmistir.

Oncelikle, danisman hocam sayin Dog. Dr. Bengi Uslu’ya yiiksek lisans egitimim
boyunca gostermis oldugu yakin ilgisinden oOtiirli, tezimin basindan sonuna, her
asamasinda yararlandigim tecriibesinden ve caligmalarimin bilimsellik dahilinde
ylriimesi i¢in faydalandigim, engin bilgisinden 6tiirii sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Degerli hocalarim, Prof. Dr. Feyyaz Onur’a, Prof. Dr. Sibel A. Ozkan’a, Prof. Dr.
Nevin Erk’e, Do¢.Dr. Erdal Ding’e, Y.Dog¢.Dr. Saadet Dermis’e vermis olduklari
bilgiler i¢in tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca yardimlarini esirgemeyen, her yardim istedigimde hosgorii ve
sabirla yardimci olan Uzm. Ecz. Burcu Dogan Topal’a, yardimlarini eksik
etmediginden dolayr Uzm. Ecz. Ozgiir Ustiindag’a , Uzm. Ecz. [.Murat Palabiyik’a
ve Ecz. Bur¢in Bozal’a da tesekkiir ederim.

Caligmalarim sirasinda bana destek veren Tiirk Kizilayr Firdevs Seker Tip
Merkezi’ne ve tiim calisanlarina; her an bana destek olan, agabeyim gibi sevip
saydigim Kemalettin Ok’a (Hedef Ecza Deposu A.S.), degerli arkadasim Halil
Ekmen’e (UCB Pharma ilag Firmasi) ve degerli arkadaslarima tesekkiir ederim.

Ve her zaman yanimda olup benden giivenlerini ve desteklerini esirgemeyen,
ideallerimin gergeklesmesi icin bana gilic ve enerji veren canim aileme her zaman
yiireklerinin sicakligini bana hissettirdikleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.
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KDV Kare Dalga Voltametrisi
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1. GIRIS

Bas agrilar1 epidemiolojik olarak toplumda en sik rastlanan kronik agri sendromlari
arasinda yer almaktadir. Bas agrilarin1 degerlendirirken iki bi¢cimde ele almak gerekir.
Birincisi bas bolgesinde ¢esitli organlardan kaynaklanan hastaliklarin bir belirtisi olan
sekonder bas agrilari, ikincisi ise kronik bir agr1 sendromu olarak bas agrisi. Tarihsel
olarak bas agrilar1 degisik bi¢imlerde siniflandirilmistir. Bu siniflandirmalarin ¢ogu
bas agrilarini niteliklerine gore siniflandirma yoluna giderken Uluslararast Bag Agrisi
Dernegi (IHS) tarafindan 1988 yilinda yapilan siniflama bas agrilar1 i¢in hem bir

siiflama hem de tan1 kriterlerini getirmistir.

Migren, saatlerce siirebilen ve diizensiz araliklarla tekrarlayan, siddetli bas agris1 ve
bulantt ndbetleri ile karakterize sendromdur. (Migren genellikle, basin belli bir
bolgesinde zonklayici agri seklinde kendini gosterir ve 4 ila 72 saat arasinda
stirebilir). Klasik migrende nobetler tipik olarak ‘aura’ ile baslar, buna gérme alani ile
ilgili bozukluklar eslik eder. Ayrica hastanin bazi1 gidalara fazla istahi olur, kokulara
(hiperosmi) ve 1s18a (fotofobi) asir1 duyarlilik gelisir. Bu sikayetlerin asil nedeni
bilinmemektedir; ancak, beyin kan akiminin bozulmasi olasi patolojik mekanizma
olarak kabul edilir. Genetik yatkinlik yan1 sira ndbetin ortaya ¢ikmasi i¢in psisik stres,
uykusuzluk, ¢esitli besinler gibi tetikleyici faktorlerin de bulunmasi gerekir (Heinz
Lillmann, M.D.; Klaus Mohr, M.D.; Albrecht Ziegler, Ph.D.; Detlef Bieger, M.D.;
Farmakoloji Atlasi, 2001) .

Tim diinyada en yaygin hastaliklardan biri olarak yasanan migren, kadinlarda
erkeklere oranla iki kat daha fazla goriiliir. Yapilan arastirmalar tilkemizde erigkinlik
doneminde migren goriilme sikliginin erkeklerde yiizde 11 iken kadinlarda yiizde 22
civarinda oldugunu ortaya koyar. Bu, kadinlarin hormonal diizeniyle ilgili bir
durumdur. Uzmanlar kadinlarda migrenin daha fazla goriilmesini 6strojen seviyesinin

yiiksekligi ile iliskilendirmektedir.



Migrenin ozellikleri nedir?

e Genelde agr1 basin tek tarafindadir;

e Agn zonklayici 6zellikte, orta veya siddetlidir;

e Bulanti, kusma olur;

e Kirizler atak halinde gelir;

o Agrn 4 ila 72 saat siirer;

e Agn baslangicinda gérme bozukluklar: olur (aurali tipinde);
e Bas hareketleri ve fiziksel aktiviteyle agr artar;

e Isiktan ve sesten rahatsiz olma.

Migrenin aurasi nedir?

Aura, on belirtili migrende rastlanan sikayetlerdir. Bu belirtilerin ¢ogu goérmeyle
ilgilidir. Hasta, parlak 1siklar, zig zag cizgiler gordiigiini ya da gérmenin
bulaniklastigini, bir alanda veya bir bdlgede gorme kaybi oldugunu sdyler. Ayrica
kolda, bacakta uyusma, bag donmesi, konugmayla ilgili bozukluklar da goriiliir. 20-30

dakika siirer ve ardindan agr1 baslar.

Migreni tetikleyen faktorler nelerdir?

o Yiikseklik degisiklikleri,

e Hava kirliligi, sigara dumanu,

e Parlak 151k veya titreyen 151k,

e Yiiksek ve devaml giirtilti,

e Parfiim kokusu, kuvvetli diger kokular ve kimyasal maddeler,

e Hava durumundaki degisiklikler (basing, sicaklik ve nem degisikligi, lodos),
e Mevsimsel degisiklikler (sonbahar ve ilkbahar en kotli zamanlar),

o Aglik, 6giin atlama,

e (ok ya da az uyuma, uyku diizenindeki bozukluklar,

e Ucak yolculuklari,



e Dogum kontrol haplari,
e Kadinlarda hormonal degisiklikler (adet donemi),

e Baz yiyecek ve igecekler (¢ikolata, kabuklu kuruyemis, kirmizi sarap vb).

Migren tedavisinin iki amaci vardir; akut nobeti gecirmek ve daha sonraki ndbetleri

Onlemek.

1. 1. Migren nobeti tedavisi

Semptomatik tedavide bas agrisi i¢in analjezikler (asetaminofen, asetilsalisilik asit) ve
bulant1 i¢in metoklorpropamid veya domperidon kullanilir. Nobet sirasinda mide
bosalmasi1 geciktigi i¢in ila¢ absorbsiyonu da gecikir ve bu nedenle etkin plazma
diizeyi elde edilemez. Metoklorpropamid mide bosalmasini hizlandirarak analjezik
ilaclarin absorbsiyonunu hizlandirir. Kafein de mide bosalmasini hizlandirmaktadir.

(Kafein, US FDA tarafindan migrende OTC tedavide yerini almistir).

Asetilsalisilik asit i.v. lizin tuzu olarak verildiginde biyoyararlanimi tamdir. Bu

nedenle akut nobetlerde, i.v. enjeksiyon tavsiye edilir.



Analjezikler yeterli etki géstermezse ergotamin veya 5-HT1 agonistlerinden biri akut
ndbetin kontroliine yardime1 olabilir ve baglamakta olan ndbeti 6nleyebilir. Olast etki
mekanizmas1 5-HTi> (veya 1B ve [1F) alt-tipi serotonin reseptorlerinin
stimiilasyonudur. Ergotamin sik kullanildiginda vaskiiler yan tesirleri ile ciddi
periferik iskemi (ergotizm) olusturabilir. Asir1 kullanimi (> haftada bir kez) stirekli
vazodilatasyondan kaynaklandig: diisiiniilen ‘ rebound ’ bas agrisina yol acar. Bu bas
agrist, niteliginin farkli olmasina karsin ergotaminin yanlislikla daha fazla kullanimin
tesvik eder. Bdylece ergotamin veya diger analjeziklerin kronik suistimali sonucu
periferik kan akimimin geri doniisiimsiiz bozukluklart ve bobrek fonksiyon
bozukluklar1 gelisebilir. Oral yoldan kullanilan ergotamin, sumatriptan, eletriptan,
naratriptan,  rizatriptan = ve  zolmitriptanin  biyoyararlanimlart  kisithdir.
Dihidroergotamin i.m. veya yavas i.v. enjeksiyonla, sumatriptan subkutan olarak veya
burun spreyi seklinde uygulanabilir (RxMediaPharma® 2008, Interaktif ila¢ Bilgi
Kaynagi) .

1.1.1. Basit ve Kombinasyon Seklinde Analjezikler ve NSAID'ler:

Hafif-orta siddetli bas agrilar1 olan hastalara basit analjezikler 6nerilir. Pek ¢ok kisinin
bas agris1 tek basma veya kafein ile kombine aspirin (Excedrin®) veya asetaminofen
(parasetamol-1000mg dozda) gibi basit analjezikle rahatlayabilir. Mide bosalmasini
hizlandirmak ve analjeziklerin absorbsiyonunu arttirabilmek i¢in tedavide analjezikler
antiemetiklerle de kombine halde kullamlabilmektedir (MigraMax® |, aspirin +
metoklorpropamid; Migraleve® | parasetamol / kodein + buklizin; Paramax® |

parasetamol + metoklorpropamid) .

NSAID (6rnegin, naproksen)’ler biitiin diinyada en fazla regete edilen ilaglar arasinda
yer alirken bunlarin kullanimi gastrik yan etkileri nedeni ile sinirlanmaktadir.
NSAID’lerin yan etkileri arasinda gastrointestinal rahatsizlik, peptik iilser ve kanama,
karin agrisi, kabizlik, diyare, bulanti, ender olarak paradoksik bas agrisi, basta

bozukluk hissi, uykuya egilim, kulak ¢inlamasi ve sivi tutulmasi belirtilebilir.



1.1.2. Barbiturat Hipnotikler:

Butalbital igerikli ilaglarin etkinligine dair herhangi bir randomize ¢alisma yoktur. Bu
ilaglarin  kullanim1 daha belirgin ve daha az sorun yaratabilecek bir ilacin
kullanilmadigr ya da etkisiz oldugu durumlarla sinirli tutulmalidir. Diger migren

ilaglarinin etkisiz kaldig1 durumlarda bu ilaglar oldukca etkin olabilen yedek ilaglardir.

1.1.3. Ergotamin ve Dihidroergotamin (DHE):

Analzejiklerin yeterli etki saglamadig1 hallerde veya ciddi derecede yan etkiler s6z
konusu oldugunda ya da maliyet sorunu ortaya ciktiginda, orta-agir siddetli migren
ataklarinin tedavisinde ergotamin kullanilir. Dihidroergotaminin ergotamine oranla
daha az yan etkisi vardir. DHE hastalarin ¢ogunda faydali oldugundan bas agrilarinin
tekrarlama oran1 diigiiktiir. Bununla beraber, bulantiya veya tepki bas agrilarina yol

acma orani ergotamine gore daha diistiktiir.

Gebe kalmayi planlayanlarda, kontrolsiiz hipertansiyonu bulunanlarda, bobrek ve
karaciger yetersizligi bulunanlar ve koroner, serebral veya periferik damar hastaligi
bulunanlarda ergotamin veya DHE kullanimindan kagiilmalidir.

1.1.4. Triptanlar:

Migren bas agrilarinin tedavisinde hem giivenli hem de etkindir. Orta- siddetli migren
atagl geciren hastalarda uygulanabilir. Analjezikler yeterince denenmis ve uygun
cevap alinamamigsa triptanlar ile tedavi baglanmasi miimkiin olabilir.

1.1.5. Opioidler:

Epioid disindaki ilaglar bas agrisinda yeterli rahatlama saglayamiyorsa bunlar

kullanilabilir.



1. 2. Profilaksi

Onleyici tedavi, migren ataklar1 ayda iki veya {i¢ defadan daha fazla gériildiigiinde,
giinliik yasam etkileyecek kadar siddetli oldugunda uygulanir ve genellikle her giin
ilag kullanimin1 gerektirir. Kisa siireli 6nleyici tedavi, hastanin tetikleyici etken ile
karsilasmast durumunda ya da agri olusturacak olaydan birka¢ gilin Oncesinde

uygulanabilir.

Onleyici tedavilere diisiik dozla baslanir ve tedavi edici etkiler veya yan etkiler
olusana dek veya ilacin maksimum dozuna ulasilana kadar yavasca doz artirimina
gidilmelidir. Tedavinin etkileri genellikle tedaviye baslama tarihinden itibaren dort
hafta sonra fark edilir. Tedavi iki ila alti ay arasinda siirebilir. Onleyici tedaviden
optimum fayda saglayabilmek i¢in hastanin analjezikleri veya ergot tiirevi ilaglart agiri

kullanmiyor olmasi gerekir.

Propronolol, nadelol, atenolol ve metoprolol (B-blokdrler), flunarizin (Hi-histamin,
dopamin ve kalsiyum antagonistleri), pizotifen (5-HT antagonisti), metiserjid
(parsiyel 5-HTip-agonisti ve selektif olmayan 5-HT antagonisti), NSAIi’ler ve
kalsitonin’den olusan cesitli ilag gruplar1 diizenli olarak uzun siire kullanildiklarinda

migren nobetlerinin sikligini, siddetini ve devam siiresini azaltabilirler.

1. 3. Serotonin Reseptor Agonistleri ve Antagonistleri:

Serotonin triptofandan iiretilir ve sindirim sistemindeki enterokromofin hiicrelerinde
ve MSS sinir hiicrelerinde depolanir. Salindiktan sonra monoaminoksidazla
metabolize olur. Viicutta fazla iiretimi en 6nemli metabolitinin 5-hidroksiindolasetik

asit (5-HIAA) idrarda Sl¢limiiyle belirlenir.

5-HTi reseptorleri beyindeki en 6nemli reseptdrlerdir ve potasyum iletimini arttirarak
sinaptik inhibisyonu yonetir. 5-HT2 reseptorleri hem beyin hem de periferik dokularda
onemlidir. 5-HT3 reseptorleri basta kemoreseptif alan ve kusma merkezi olmak iizere

MSS’ nde ve periferik duyu ve enterik sinirlerde bulunur. Serotoninin klinik kullanimi



yoktur. 5-HTip-agonistleri akut migren ve zonklayici tipte bas agris1 tedavisinde
endikedir. Bir indol bilesigi olan sumatriptan prototiptir. Naratriptan, rizatriptan ve
zolmitriptan benzerleridir. Bu ilaclar oral olarak etkilidir sumatriptanin paranteral

uygulama i¢in de formlar1 mevcuttur.

Serotonin reseptdr agonistleri ve antagonistleri

Agonistler Antagonistler, parsiyel agonistler

5-HTi-agonistleri 5-HT2-antagonistleri 5-HT3-antagonistleri

1. 4. Tiirkiye'de Kullamlan Antimigren flaclar :

ATC grubuna gore siniflandirma:

ATC Index, Diinya Saglik Teskilatit WHO) tarafindan olusturulan ila¢ simiflandirma
sistemidir. Bu siniflandirma; Anatomik, Terapotik, Kimyasal (ATC) sisteme gore
yapilmustir. laglarin kullanimu ile ilgili temel ve giivenilir bilgilerin standardizasyonu

ve validasyonu ile ilgili problemlerin identifikasyonu amaglanmustur.
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1.4.1. NO2CA. Ergo Alkaloitleri;

01 Dihidroergotamin; DHE migren tedavisinde paranteral veya intranasal yoldan
uygulanan yar1 sentetik bir ergot alkaloitidir. Enjektabl preparatlart yillarca migren
tedavisinde kullanilmistir. Giinlimiizde orta siddetteki migren olgularinin tedavisinde
naproksen gibi daha az toksik ilaglar daha etkili bulunduklar i¢in, enjektabl DHE
uygulanmasi siddetli migren olgularinin tedavisinde tercih edilmektedir. Intranasal
yoldan uygulanan DHE migren bas agrisi ¢eken hastalarin %47-70’inde basarili
bulunmustur. DHE oral ve paranteral yoldan ortostatik hipotansiyon tedavisi ve
profilaksisi i¢in de kullanilir. Tiirkiye’de kullanilan ticari miistahzar1 yoktur

(RxMediaPharma® 2008, interaktif ila¢ Bilgi Kaynag) .

02 Ergotamin; Ergot (¢avdar mahmuzu), Claviceps purpurea adli mantarin
olusturdugu bir drogtur. Drog, ergot alkaloitleri denilen baz1 6zgiin alkaloitler igerir.
Ergotamin tartarat tuzu halinde kullanilir. Ergotamin tartaratin en 6nemli farmakolojik
ozelligi gliglii vazokonstriktor olmasidir. Ergotamin migren krizinin tedavisinde en
cok kullanilan ilagtir. Oral, sublingual, paranteral (subkutan, i.m, i.v), rektal veya
inhalasyon yoluyla kullanilir. Oral yoldan alindiginda gastrointestinal kanaldan
absorbsiyonu zayiftir ve migren sirasinda ortaya ¢ikan gastrik staza bagli olarak daha
da azalabilir. Oral yoldan biyoyararlaniminin ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle, sublingual,
rektal ve inhalasyon yoluyla verilmeye 0zel preparatlar1 gelistirilmistir. Ancak, bu
farmasotik sekillerle bile sistemik biyoyararlanimi %5°tir. Ergotamin karacigerde
onemli Ol¢lide metabolize olur; metabolitlerin biiyiik boliimii safra yoluyla atilir. Baz1
ergotamin preparatlar1 kafein de igerir. Kullanildig1 miistahzarlar: Ergafein” draje;
0.25mg ergotamin tartarat + 150mg parasetamol + 60mg kafein (I.E. ULAGAY).
Avmigran® film tablet; 0.75 mg ergotamin tartarat + 20mg meloksamin dihidrojen
sitrat + 80mg kafein + 325mg parasetamol (I.E. ULAGAY). Cafergot® tablet;
ergotamin tartarat lmg + kafein 100mg (NOVARTIS) (RxMediaPharma® 2008,
Interaktif Ila¢ Bilgi Kaynagi) .

04 Metiserjid: Tiirkiye’de kullanilan ticari miistahzar1 yoktur.



07 Lisurid: Lisurid maleat, dopamin agonisti bir ergot tiirevidir. Parkinson

hastalarinda kullanilir.

51 Dihidroergotamin kombinasyonlari

52 Psikoleptikler disindaki ergotamin kombinasyonlar:

72 Psikoleptiklerle ergotamin kombinasyonlari

1. 4.2. NO2CB. Kortikosteroid Deriveleri

01 Flumedroksan

1. 4.3. NO2CC Selektif Serotonin Agonistleri

01 Sumatriptan: Yapist bakimindan serotonine benzeyen antimigren bir ilagtir.
Aurali veya aurasiz migrenin tedavisinde kullanilir. Migrenin uzun siireli profilaksisi
icin kullanilmaz. Sumatriptan subkutan. uygulamaya 6zel paranteral preparatlari, oral
yoldan kullanilmaya 06zel tabletleri ve son zamanlarda ¢ikarilan nasal spreyleri
seklinde  bulunur. Suppozituvar formu da arastinlmaktadir. DHE ile
karsilastirlldiginda daha cabuk etki gosterir; ancak, bas agrisinin tekrar baslamasi
DHE’e gore daha sik karsilagilan bir durumdur. Sumatriptan, 5-HT reseptorlerinin 1D
alt tipini stimiile eder. lacin terapétik etkisi karotid dolasimindaki enflamasyonlu ve
dilate olmus kraniyel kan damarlarim1i selektif bir gekilde biizmesine
(vazokonstriiksiyon) bagli olarak ortaya c¢ikar. Sumatriptan oral, subkutan. veya
intranasal yoldan verilir. Subkutan yoldan verildiginde absorbsiyonun ¢ok daha kararl
plazma doruk konsantrasyonlar1 olusturur. Ancak, oral veya intranasal yoldan
verildiginde absorbsiyonu daha hizlidir. Oral yoldan absorbsiyonu midenin bosalma
zamani ve ince bagirsaktan gecis siiresinden etkilenir. Imigran® film tablet, Imigran®
nasal sprey, Imigran ® subject kartus (GLAXOSMITHKLINE) (RxMediaPharma®
2008, Interaktif Ilac Bilgi Kaynagi) .
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02 Naratriptan: Sumatriptana benzeyen antimigren etkili bir serotonin reseptor
agonistidir. Yar1 dmriiniin daha uzun olmasi ve buna bagl olarak daha uzun siireli etki
gostermesi nedeniyle ‘sumatriptan’ dan ayrilir. Oral yoldan kullanilir. Tabletlerin
absorbsiyonu iyidir oral biyoyararlanim yaklagsik %70°dir. Renal ve hepatik
yetmezligi olan hastalarda dozunun ayarlanmasi gerekir. 5-HT reseptorlerinin 1D ve
1B alt reseptorlerine yiiksek affinite ile baglamir. Naramig ® film tablet; 2.5 mg
(GLAXOSMITHKLINE) (RxMediaPharma® 2008, interaktif ila¢ Bilgi Kaynag) .

03 Zolmitriptan: Zolmitriptan oral yoldan etkileri sumatriptana benzer; fakat, ondan
farkli olarak kan-beyin engelini asabilir. Zolmitriptan FDA tarafindan 26 Kasim
1997°de onaylanmistir. Migren tedavisi igin Ingiltere ve Isve¢’te 1997 yilinda onay
almistir. FDA oral dagilan tabletlerini (Zomig-ZMT ™) Subat 2001 ve nasal spreyine
(Zomig ™) 1 Ekim 2003’te onay verilmistir. Zomig nasal sprey isvec, Ingiltere,
Almanya ve Avusturya’da onaylanmistir. Tiirkiye’de film tableti Ekim 2000’de ve
hizl1 eriyen tableti (Zomig rapimelt®) Eyliil 2004 tarihinde onaylanmustir. (Ayrintili
bilgi icin Bolim 1.5’¢ bakimz.) (RxMediaPharma® 2008, interaktif ila¢ Bilgi
Kaynag) .

04 Rizatriptan: Yetiskinlerde aurali ve aurasiz migren ataklarinin akut tedavisinde
oral yoldan kullanilan antimigren bir ilagtir. Rizatriptan, sumatriptan’a gore daha
lipofilik oldugu i¢in biyoyararlanimi ve santral sinir sistemine olan penetrasyonu daha
fazladir. Rizatriptan’in koroner arterlerde yaptig1 biiziicii etkinin siirekliligi
Dihidroergotamin ve Ergotamin’e gore daha azdir. Rizatriptan oral yoldan kullanilir.
Iki farkli kati farmasotik formu vardir. Oral yoldan hizla absorbe olur;
biyoyararlanimi yaklasik %45°tir. Plazma doruk konsantrasyona ulasma stiresi 1-1.5
saattir. Maxal?® tablet ve Maxalt-MLT nin  biyoyararlammlari ve doruk
konsantrasyonlar1 birbirine benzer (RxMediaPharma® 2008, Interaktif ila¢ Bilgi
Kaynag) .

05 Almotriptan: Tirkiye’de kullanilan miistahzar1 yoktur.
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06 Eletriptan: Akut migren bas agrisinin tedavisinde kullanilan bir serotonin
agonistidir. Oral eletriptan ve sumatriptan karsilastirildigi bir klinik ¢alismada 80mg
eletriptan ile etkinin baglama siiresi, bas agrisina gore diizelme yanit orani, agrisiz
diizelme yanit oran1 ve migrenle iligkili belirtilerin iyilesmesi bakimindan sumatriptan
100mg’a iistiin bulunmustur. Eletriptan’in sumatriptana kiyasla diger tstiinliikleri oral
biyoyararlaniminin daha iyi ve yari-Omriiniin daha uzun olmasidir. FDA eletriptan
(Relpax)’1t 29Ekim 1999°da onaylamistir. Eletriptan oral yoldan uygulanir. Oral
uygulamay1 takiben GI kanaldan (en az %S81) hizli ve iyi bir sekilde emilir.
Kadinlarda ve erkeklerde mutlak oral biyoyararlanimi yaklasik %50°dir. Hafif, orta ve
siddetli renal bozuklugu olan olgularda, anlamli hicbir degisiklik goriilmemistir.
Relpax ® film tablet 40mg/3tablet (PFiZER) (RxMediaPharma® 2008, interaktif ilag
Bilgi Kaynagi) .

07 Frovatriptan: Frovatriptan aurali ve aurasiz akut migren krizinin tedavisinde
kullanilan bir santral serotonin (5-HT) reseptor 1B ve 1D agonistidir. Diger ikinci
kusak reseptor agonistleri (triptanlar) gibi, frovatriptan da sumatriptan’a gore daha
lipofiliktir. Diger triptan grubu ajanlarla karsilastirildiginda bas agrisinin tekrarlama
orani daha disiiktiir. Frovatriptan ABD’de FDA tarafindan Kasim 2001’de ve
Tiirkiye’de Saglik Bakanlig1 tarafindan 22 Mart 2006’da onaylanmistir. Oral yoldan
kullanilir. Mutlak biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu durum verilecek dozu etkilememesine
ragmen cinsiyete gore degisiklik gosterir (erkeklerde %20 ve kadinlarda %30). Oral
yoldan alimini takiben doruk plazma konsantrasyonlarina 2-4 saatte ulasilir. %30
renal yoldan elimine edilirken, %60 kadar1 da fegesle atilir (RxMediaPharma® 2008,
Interaktif ila¢ Bilgi Kaynag).

1. 4.4. N02CX Diger Antimigren Preparatlar

01 Pizotifen: Yapica trisiklik antidepresanlara benzeyen bir antihistaminik ve
serotonin antagonistidir. Serotoninden bagka triptamin’in de etkilerini antagonize
eder. Migrene karsi iyi bir profilaksi saglar, krizlerin sikligin1 azaltabilir. Profilaksi
amagh kullanilan propanolol ve metiserjid gibi diger ilaglarla karsilastirildiginda yan

etkileri en az olan ilagtir. Oral yoldan kullanilir. Gastrointestinal kanaldan hizli ve
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tama yakin sekilde absorbe olur (yaklasik %80). Verilen dozun %55°1 metabolitleri
halinde, %1’den az1 ise degismeden idrarla elimine edilir. Bu nedenle bdbrek
yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi gerekebilir (RxMediaPharma® 2008,
Interaktif Ila¢ Bilgi Kaynag) .

02 Klonidin: Oral ve topikal yoldan uygulanan antihipertansif bir ilagtir.

03 Iprazokrom: Tiirkiye’de kullanilan miistahzari yoktur.

05 Dimetotiazin: Tiirkiye’de kullanilan miistahzar1 yoktur.

06 Oksetoron: Tiirkiye’de kullanilan miistahzar1 yoktur.

1. 5. Zolmitriptan Hakkinda Bilgi

Preklinik ¢alismalarda zolmitriptanin, vaskiiler insan rekombinant 5-HTis ve 5-HT1ip
reseptor alt tiplerinin selektif agonisti oldugu gosterilmistir. Zolmitriptan, yiiksek
affiniteli bir SHT/iB/1p reseptor agonistidir ve 1limli bir 5-HT1a reseptor affinitesine

sahiptir.

Insanlarm kraniyel kavitelerinde bulunan agriya duyarli olusumlarin, kan damarlari
veya dura mater damarlar1 oldugu gosterilmistir. Hayvan modellerinde zolmitriptan
verilmesi, damarlardaki 5-HT1 reseptorleri iizerindeki agonist aktivitesi nedeniyle
vazokonstriiksiyona yol agar ve buna kalsitonin geniyle baglantili peptid, vazoaktif
intestinal peptid ve P maddesi saliverilmesinin inhibisyonu, migren ataklarindaki
agrinin giderilmesini saglayan mekanizmalar olarak diisiiniilmekte ve agrinin , ilacin
alinmasini izleyen 1 saat igerisinde giderilmesi, bulanti, kusma, fotofobi ve fonofobi
gibi migren ataklarina eslik eden belirti ve semptomlarin ortadan kalkmasi, bu

diisiinceyi desteklemektedir.

Periferdeki bu etkilerine ek olarak ‘zolmitriptan’ in Merkezi Sinir Sisteminde de etkili

olmasi, bu ilacin hem periferde hem de beyin sapindaki migren merkezlerinde etki
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goOstermesine ve ayni hastadaki bir dizi migren ataginda hep ayni sekilde etkili

olmasina olanak vermektedir.

Zolmitriptan oral yoldan kullanilir. Oral yoldan alindiginda absorbsiyonu iyidir ve
plazmada doruk konsantrasyona 2 saatte ulasir. Ortalama mutlak biyoyararlanimi %40
diizeyindedir. Besinler biyoyararlanimi etkilemez. Zolmitriptan ve aktif N-desmetil
metabolitinin ortalama eliminasyon yar1 omrii yaklagik 3 saattir (Oguz Kayaalp,

Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, 2002).

1.5.1. Zolmitriptan’in Kimyasal Yapisi:

Sekil 1.1. Zolmitriptan’in ac¢ik formiilii

Okunusu: (4S)-4-{[3-(2-dimetil amino etil)-1H-indol-5-il]metil}-1,3-oksazolidin-2-
on

Molekiil Agirhig : 287.357g/mol

Formiilii: ( CcH;; N3O3)

Bilesim yiizdesi: C %66,87; H %7,37; N %14,62; O %11,14
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1.5.2. Farmakokinetik Ozellikleri:

Zolmitriptan oral yolla alinmasini takiben, hizla ve iyi bir sekilde (dozun en az
%64°1) emilir. Asil bilesigin ortalama mutlak biyoyararlanim orani %40’tir. Yine bir
SHT/1B/1p reseptor agonisti olan zolmitriptanin aktif metaboliti N-desmetil metabolit,

zolmitriptanin 2-6 kat1 daha giicliidiir.

Zolmitriptan viicuttan daha ¢ok, karacigerde biyotransformasyon gecirerek olusan
metabolitlerinin bobrekler yoluyla atilmasi seklinde metabolize olur. Zolmitriptanin
baslica lic metaboliti vardir: indol asetik asit (plazma ve idrardaki ana metabolit),
N-oksit ve N-desmetil analoglari. Bunlardan N-desmetil metabolit aktiftir, digerleri
degildir. Karaciger hastaliginin zolmitriptanin farmakokinetigi iizerindeki etkisi
incelendiginde, orta dereceli karaciger bozuklugu olan hastalarin AUC ve Cmax
degerleri sirasiyla %94 ve %50, ileri dereceli karaciger hastaligi olan hastalarda ise

%226 ve %47 arttig1 gosterilmistir.

Zolmitriptanin plazma yar1 omrii saglikli goniillilerde 4,7 saat, orta derecede
karaciger bozuklugu olan hastalarda 7,3 saat ve ileri derecede karaciger bozuklugu
olan hastalarda ise 12 saattir. Zolmitriptanin ortalama eliminasyon yar1 émrii 2,5-3

saat kadardir.

Saglikli kiigiik bir goniillii grubunda, zolmitriptan ergotaminle birlikte kullanildiginda
farmakolojik etkilesim goriilmemistir. Zolmitriptanin ergotamin/kafein ile birlikte
verilmesi, iyi tolere edilmis ve yan etkilerde ya da kan basinct degisikliklerinde,

zolmitriptanin tek basina kullanilmasina kiyasla herhangi bir artig gériilmemistir.

Zolmitriptanin ileri yasta, saglikli insanlardaki farmakokinetigi, saglikli geng
goniilliilerinkine benzer bulunmustur (Oguz Kayaalp, Rasyonel Tedavi Yoniinden

Tibbi Farmakoloji, 2002).



15

1.5.3. Kullanim Sekli ve Dozu:

Bir migren atag: sirasinda onerilen zolmitriptan dozu 2,5 mg’dir. Bu doz ag¢ veya tok
karina almabilir. Ilag sadece migren atagi basladigi zaman almmalidir, her giin
diizenli kullanim i¢in degildir. Eger semptomlar devam eder ve 24 saat igerisinde
tekrarlarsa, alinacak ikinci bir dozun etkili oldugu gésterilmistir. Ikinci bir doz
gerekiyorsa, dozlar arasinda en az 2 saat olmali ve 24 saatlik bir zaman zarfinda
toplam 10 mg’dan fazla alinmamalidir. 50 mg’lik bir tek oral doz alan goniilliilerde
genellikle sedasyon goriilmiistiir. Asir1 doz alan hastalarin en az 15 saat boyunca veya
semptomlar ve belirtiler devam ettigi siirece izlenmesi gerekir. Zolmitriptanin spesifik
bir antidotu yoktur. Siddetli intoksikasyon durumunda yogun bakim onlemlerinin
alinmas1 ve bu arada agik bir hava yolu saglanmasi ve devam ettirilmesi, yeterli
oksijenasyon ve ventilasyon saglanmasi, kardiyovaskiiler sistemin izlenmesi ve

desteklenmesi gerekmektedir.

Zolmitriptan igeren hizli ¢oziinen tabletler (Zomig rapimelt®), hastamin dilinin tstiine
yerlestirildikten sonra hizla erir ve tiikiirik yardimiyla yutulur. Agizda ¢oziinen
tabletler alinirken su igmek gerekli degildir ve su igmenin uygun olmadig1 durumlarda
veya konvensiyonel tabletleri yutmak istemeyen hastalarin kullanimi i¢in uygundur

(Oguz Kayaalp, Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, 2002) .

1. 6. Calismanin Amaci:

Bu calismada, ‘zolmitriptan’ 1n bor ile dope edilmis elmas elektrot kullanilarak
elektrokimyasal davraniglarinin incelenmesi ve bdylece mekanizmasi hakkinda bilgi
edinilmesi amaclanmistir. Farmakolojik aktivite ve biyotransformasyonun bu
maddenin yapisindaki yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen redoks merkezleriyle
iliskili olmasindan dolay1 bu ilacin voltametrik davranislarina ait elde edilecek bilgi
son derece Onemlidir. Bu nedenle doniisiimlii, diferansiyel puls ve kare dalga
voltametrik yontemleri kullanilarak molekiiliin elektrokimyasal davranislarinin; pH,
destek elektroliti, tarama hiz1 ve derisim ile degisiminin incelenmesi ve bu sonuglara

gore en iyi kosullarin saptanabilmesi amaclanmistir. Saptanan bu en iyi kosulda da
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voltametrik miktar tayini yapilmasi ve gelistirilecek bu yontemin farmasotik dozaj
formlarima ve biyolojik sivilara uygulanmasi planlanmistir. Bu madde {iizerinde
yapilmis herhangi bir elektrokimyasal c¢alisma olmadigi igin gelistirilen yontem

orijinal bir yontem olacaktir.

Bu maddeye ait literatiirlerdeki c¢aligmalar son derece sinirli olup, daha ¢ok
spektrofotometrik, kromatografik, kiitle spektrofometrisi ve yliksek performansl sivi

kromatografisi yontemlerinden olugmaktadir.

Kati elektrotlarla yapilan voltametrik analizler maddenin farmakolojik aktivitesi ve
biyotransformasyonu hakkinda bilgi vermesinin yaninda;

1. Modifiye elektrot gelistirilmesiyle o maddeye duyarli analiz sagladigi i¢in,

2. Kat1 elektrotlarla yapilan caligmalar, yiiksek basingli sivi kromatografisi i¢in
dedektor gelistirilmesine yardimei oldugu igin,

3. Bu elektrotlarla gelistirilen yontemlerin daha sonra mikro elektrotlarla in—vivo

tayinlerde kullanilabilecegi i¢in ayrica 6nem tasimaktadir.

1. 7. Daha Once Uygulanmis Analiz Yéntemleri

1.7.1. Spektrofotometrik Yontemler

Raza A, Ansari TM, Niazi SB (2007) zolmitriptanin farmasotik preparatlar ve ilag
dozaj sekillerinden spektrofotometrik olarak tayinini gergeklestirmislerdir. Calismada
zolmitriptanin ~ asetonitril ve %0,2’lik  2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon
karisimindaki transfer reaksiyonlart incelenmistir. Sonuglar analitik ve istatistiksel
olarak valide edilmistir. Sonuglar yontemin dogru, duyarli, kesin ve tekrarlanabilir

oldugunu gostermistir.

Aydogmus Z ve Inanli I (2007), tabletlerden zolmitriptan’in tayini i¢in ekstraktif
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Bunlar, ilag dozaj formlarindan da analize
olanak veren basit ve hassas yontemlerdir. Istatistiksel olarak sonugclar

karsilastirildiginda yontem YPSK ile benzerlik gosterir.
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1.7.2. Kromatografik Yontemler

Kilic ve ark. (2007), zolmitriptan ve onun aktif metaboliti N-desmetil zolmitriptanin

insan plazmasindan tayinini elektro sprey iyonizasyonlu YPSK- tandem kiitle
spektrometrisi yontemiyle gerceklestirmiglerdir. Analit ve i¢ standart madde
(paroksetin), etil asetat: diklorometan (4:1) ile sivi-sivi ekstraksiyonundan
gecirilmistir. Mobil faz olarak asetonitril:5mM amonyum asetat: formik asit
(50:50:0,053, h/h/h) kullanilmistir. Zolmitriptan ve aktif metaboliti N-desmetil
zolmitriptanin, 0,25-20ng/ml aralifinda tayini yapilabilmistir. Bu c¢alisma

farmakokinetik ve biyoesdegerlilik ¢alismalarina kaynak olmaktadir.

Vishwanathan ve ark.(2000), antimigren ilaclarin farmakokinetigini tespit edebilmek
icin hizli, hassas ve secici bir yontem gelistirmiglerdir. YPSK- tandem kiitle
spektrometrisi ile insan serumundan rizatriptan,zolmitriptan, naratriptan, sumatriptan

gibi ilaglarin miktar tayinleri yapilmigtir.

Chen ve ark.(2006), zolmitriptanin insan plazmasindan hassas ve se¢ici olarak tayinini
YPSK- tandem kiitle spektrometrisi ile yapmislar ve yontemi valide etmislerdir. 0,5ml
plazma kullanarak 0,05-30ng/ml arasinda dogrusallik elde edilmistir. Sivi-sivi
ekstraksiyonu ile dietil eter ve diklorometan kullanilarak plazmadan zolmitriptan ve
i¢ standart madde(difenhidramin) ekstre edilmistir. Mobil faz olarak; asetonitril: su:
formik asit (70:30:0,5, h/h/h) kullanilmistir. Bu metot, 20 adet saglikli goniilliide oral
yoldan alinan 5mg zolmitriptan igeren tabletin alimindan sonra ilacin farmakokinetigi

hakkinda basaril1 bir bilgi vermektedir.

Yu LS,Yao TW, Ni SQ, Zeng S(2005) 5-HTip/1D reseptor agonisti zolmitriptanin
enantiyomerlerini ayirmak ve miktar tayini i¢in kiral YPSK’1 kullanmiglardir. S ve R-
zolmitriptan siganlarin karaciger mikrozomal hiicrelerinden kloroform/isopropanol
(75:25,h/h) ile ekstraksiyonla elde edilmistir ve enantiyomer segici Chiralpak AD-H
kolonundan geg¢irilmistir. Mobil faz olarak hekzen: isopropanol: trietil amin
(72:28:0,25, h/h/h) kullanilmistir. R ve S-zolmitriptan ic¢in kalibrasyon egrileri

dogrusal bulunmustur.
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Clement EM, Franklin M (2002) zolmitriptan, majér metaboliti N-desmetil
zolmitriptan, zolmitriptan N-oksit ve zolmitriptan analogu kat1 faz ekstraksiyonundan
sonra YPSK yontemi ile analiz edilmistir. Kalibrasyon grafigi, 2-20ng/ml araliginda

dogrusal bulunmustur.

Srinivasu MK ve ark. (2005), kiral YPSK yontemiyle zolmitriptan ve onun potansiyel
kirliliginin farmasdtik formlar ve ilag dozaj formlarindan tayinini yapmislardir. YPSK
ayriminda normal faz kromatografisi uygulanmig; hareketli faz olarak heksan:
isopropanol: metanol: dietil amin (75:10:15:0,1, h/h/h/h) kullanilmistir. Yontemde UV
dedektor kullanilmis ve tamamen valide edilmis, saglamligt ve dogrulugu
kanitlanmistir. Yontemin zolmitriptan ve onun potansiyel kirliligi i¢in uygun, dogru

ve kesin oldugu saptanmugtir.

Rao BM ve ark. (2006), migren ataklarinin Semptomatik tedavisinde kullanilan
rizatriptan benzoat’in kantitatif (miktar) tayinini ve stabilite ¢alismalarin1 YPSK ile
yapmuslardir. Rizatriptan numunelerini asit (0,5N hidroklorik asit) ve baz (0,IN
sodyum hidroksit) ile muamele ettirmisler; %3,0 hidrojen peroksit ile oksidasyona
ugratmislar; su ile hidrolize etmisler; 60°C’de 1siya maruz birakmislar ve fotolitik

ayrismaya ugratmislardir. Calismanin validasyonu tamdir.

Zhang ZJ, Xu FG, Tian Y, Li W ve Mao GG (2004); zolmitriptan’in insan kanindan
ayrim1 ve miktar tayini ic¢in elektro sprey iyonizasyonlu YPSK-tandem kiitle
spektrometresi yontemini gelistirmisler ve valide etmislerdir. I¢ standart madde ve
1,0M sodyum hidroksit ilavesinden sonra plazma numunelerini metilen kloriir:etil
asetat (20:80, h/h) karisimiyla ekstre etmislerdir. Kullandiklari metodun hassas ve
seciciligini 6 farkli plazma Ornegi ile ¢alisarak gdstermislerdir. Onerilen bu yéntem
zolmitriptan’in  tespit ve tayini i¢in farmakokinetik, biyoyararlanim ve

biyoesdegerlilik ¢alismalarina kaynak teskil etmektedir.

Rao BM ve ark. (2005), zolmitriptan’in tayini i¢in doniisiimlii faz s1vi kromatografisi
yontemini kullanmislardir. Bu yontem ila¢ dozaj formlarindan zolmitriptan tayini i¢in

de kullanilabilir. Kromatografik ayrim, Waters X Terra RP 18 kolonunda yapilmistir.
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Buradan sonra iki ayr1 hareketli faz kullanilarak analize devam edilmistir. Bu mobil
fazlar; A, pH:9,85 fosfat tamponu:metanol:asetonitril (70:20:10, h/h/h) ve B, pH:9,85
fosfat tamponu:asetonitril (30:70, h/h). Yontem zolmitriptan ve potansiyel kirlilikleri

tizerinde basarili sonuglar vermistir.

Srinivasu MK ve ark. (2005), zolmitriptan’in enantiyomerik ayrimi igin kiral sivi
kromatografisi yontemini kullanmislardir.  Izomerlerin ayrim igin Chiralpak AD-H
kolonunu kullanmislardir. Bu sekilde S-izomer ayrildiktan sonra R-izomerin miktar
tayini yapilmistir. Kalibrasyon grafigi R-izomer i¢in 250-750 ng/ml araliginda

dogrusal bulunmustur. Yontem R-izomerin miktar tayini i¢in uygun bulunmustur.

1.7.4.Diger Calismalar

Wild MJ, McKillop D ve Butters CJ (1999), zolmitriptan’in metabolizmasinda insan
sitokrom P450 enziminin etkisini incelemislerdir. Zolmitriptan insan karaciger
hiicrelerinden elde edildiginde ayni zamanda N-desmetil metaboliti de elde edilmistir.
Hem karaciger hiicrelerinden hem de mikrozomlardan bu metabolit elde edilmistir.
Zolmitriptan’in metabolizmasinda temel olarak CYP1A2 etkilidir. Zolmitriptan’in
aktif metaboliti N-desmetil zolmitriptan’in metabolizmasinda MAO-A da etkili

olmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2. 1. Olcme Yontemi

Bu caligmada doniigiimlii voltametri (DV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve
kare dalga voltametrisi (KDV) kullanmilmistir. Voltametri ve polarografi ilag
analizlerinde ilk kez Cekoslovak Farmakopesinde kullanilmistir (1954), (Patriarche ve
ark., 1979; Willard ve ark., 1981). Halbuki polarografinin farmasétik preparatlara
uygulanmasi1 1930’lara kadar dayanir. Bu yontemle saf etken maddenin yaninda ¢ok
kompleks bir karisim olsa bile (¢oziinmeyen ilag katki maddeleri, serum ya da
plazmada bulunan endojen maddeler, v.b.) aktif maddelerin analizi duyarlilikla ve
herhangi bir girisim olmaksizin yapilabilmektedir. Pek ¢ok ila¢ etken maddesi ve
viicutta bulunan fizyolojik aktif maddeler, polarografik veya voltametrik yontemlere
cevap vermektedir. Bu yontemlerin diger analitik yontemlere {stiinligli ise az
miktarda maddenin analiz i¢in yeterli olmasi sebebiyle ucuz olmasi, kolay
uygulanabilirligi, analitlerin 6n saflagtirma islemlerine fazla ihtiya¢ olmamasi, fazla
¢oziicli gerektirmemesi ve hassas bir yontem olmasidir. (Zuman ve Brezina, 1962;

Kissinger ve Heineman, 1996)
2.1.1.Voltametri

Elektroanalitik  yontemler bilimsel c¢alismalarda olduk¢a yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Endiistriyel materyallere, farmasotik maddelere, biyolojik drneklere

(ya da sivilara) uygulanabilmektedir.

Elektroanalitik yoOntemler, hiicrenin elektrokimyasal 0Ozelliklerinin izlenmesine
dayanan yontemlerdir. Elektroanalitik teknikler ile ¢ok diislik tayin sinirina ulasabilir
(vaklasik 10 ~'” M) ve mekanizma tayinine olanak veren ydntemlerdir. Cogu kez, bir
elementin 6zel bir yiikseltgenme basamagi icin spesifiktir. Kullanilan cihazlar
nispeten ucuzdur. Kimyasal tiirlerin derisiminden cok, aktiviteleri hakkinda bilgi
verir. Bu 6zelliklerinden dolayi, elektrokimyasal yontemler diger yontemlerden daha

avantajlidir.



21

Voltametri ve polarografi, elektroanalitik yontemlerin en yaygin kullanilan tiirleridir.

Calismamizda uygulanan yontem olan voltametri; yiikseltgenebilen ve/veya
indirgenebilen (elektroaktif, elektrot tepkimesine giren) organik ve inorganik
maddelerin ¢esitli ortamdaki ¢d6zeltilerinden uygun kosullarda elde edilen akim
siddeti-gerilim  egrilerinin  (voltamogram)  karakteristiklerini  inceleyen ve

degerlendiren analiz teknigidir. (Bockris J.O.M. ve ark.1970; Yildiz,A., Geng, O.
1993)

Voltametri 1922 yilinda Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan bulunan
polarografiden gelistirilmistir. Voltametrinin hala 6nemli bir dali olan polarografi,
diger voltametri tiplerinden ¢alisma mikroelektrodu olarak damlayan civa elektrodu
kullanilmas1 bakimindan farklilik gosterir (Bond, A.M., 1980). Heyrovsky polarografi
kesfinden ve gelistirilmesinden dolayr 1959 yilinda Nobel Kimya Odiiliinii

kazanmustir

Voltametride kullanilan mikro elektrot, i¢ ¢ap1 0,03-0,05 mm olan cam bir kapiller
borudan akarak biiyiiyen ve belli bir biiyiikliige geldigi zaman koparak diisen bir civa
damlasi ise, yontem ‘polarografi’ ve elde edilen akim-gerilim egrisi ise ‘polarogram’

olarak adlandirilir (Polarografi, voltametrinin ilk bulunan ve kullanilan tipidir).

Onceki yillarda damlayan civa elektrot bazi iistiinliikleri nedeniyle voltametrik
caligmalarda sik¢a kullanilmaktaydi. Bu istiinliikleri ise; her yeni damla ile yeni ve
temiz bir metal ylizeyi olusturuldugundan elde edilen akim oOnceki damlalardaki
elektroliz olaylarinin etkisinde kalmaz, bu nedenle de tekrar edilebilir sonuclar elde
edilir. Elektrot yiizeyi pratikge her zaman aynmi kalir.Yine, civanin kimyasal agidan
inert olusu ve civanin hidrojen indirgenmesine karst gosterdigi yiliksek asiri
gerilimden dolay1 bagil olarak biiyiik negatif gerilimlerde kullanilabilir ve bu
elektrotla bir¢ok indirgenme tepkimesi incelenebilir (Birgok metal iyonu civa elektrot
iizerinde tersinir olarak indirgenir. Civa, protondan hidrojen gazi olusmasina karsi

biliylik bir asir1 gerilim olusturur. Bu nedenle, bircok madde asit ortamda dahi
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protondan oOnce indirgenebilir). Elektrodun pasiflesmesi veya zehirlenmesi gibi

olaylar meydana gelmez. Bagka bir deyisle reaksiyonlar tekrarlanabilir tiirdendir.

Biitiin bu tistiin 6zelliklerine karsin bu elektrotun bazi sinirlamalar1 da vardir. Metalik
civanin diisiik pozitif gerilimde bile kolayca yiikseltgenebilmesi, (~+0.4V) ve kalomel
olusturmasi civa elektrodun kullanilmasini sinirlayan en 6nemli 6zelliklerden birisidir.
Ayrica kullanilan civanin temizlenmesinin olduk¢a zahmetli olmasi, damlama
siiresinin ayarlanmasinin zorlugu, civanin damlatilmasinda kullanilan kilcallarin
kolayca tikanabilmesi, civa buharlarinin toksik olmasi ve bu nedenle teknigin
dogrudan dokuya uygulanamamasi bu elektrotun kullanilmasindaki baglica
sorunlardir. Ayrica kullanilan civanin ¢ok saf olmasi istenir; ancak, bunun her zaman
bulunmasi olduk¢a giigtiir. Damlayan civanin bagka bir mahsuru, klasik yontemin
duyarlilhgini yaklasik 10" ° M’a smnirlayan faradaik olmayan artik akim veya yiikleme
akimi olusmasidir. Damlayan civa elektrodun can sikici diger bir yam1 da akim

maksimumlar1 vermesidir.

Damlayan civa elektrotu yukarida belirtilen sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in 1940’11
yillarin sonunda Skobets ve arkadaglar tarafindan baslatilan ve giinlimiize kadar siiren
kat1 elektrot caligmalar1 bu yonteme genis bir uygulama alani saglamistir. (Adams ve

ark. 1958; Skoog ve ark.1996)

1960’11 yillarin ortalarinda klasik voltametrik tekniklerle yapilan pek cok degisiklik,
yontemin duyarliligini ve se¢iciligini biiyiik 6l¢iide arttirmis ve 6zellikle tip, eczacilik,
biyokimya ve ¢evre ¢aligmalarinda yonteme genis ve giderek artan bir uygulama alani
saglanmistir.(Patriarche G. 1979; Brezina M. ve ark. 1958; Greef, R ve ark.1990 ;
Sentiirk Z. ve ark. 1996 ; Ozkan S. A. ve ark. 1997; Yilmaz N. ve ark.1998)

Voltametrik ¢aligmalarda kullanilan elektrotlar; platin, altin, rutenyum gibi inert
metaller (Bishop E ve ark.1984; Biryol 1. ve ark.1989) pirolitik grafit ve cams1 karbon
(Panzer R.E. 1972; Shearer C.M. ve ark. 1972 ; Tjaden U.R. ve ark 1976; Ozkan S.A.
ve ark.1998; Sentiirk Z. ve ark.1998), c¢inko oksit, iridyum oksit gibi yar1 iletken
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elektrotlardir. Tel, levha, disk biciminde olan kati elektrotlarin sabit, doner veya

titresen tipleri vardir. (Biryol 1. ve ark. 1989)

Polarografik yontem damlayan civanin kolayca yiikseltgenmesi nedeniyle daha ¢ok
indirgenme olaylarinin, voltametri ise kat1 elektrotlar yardimi ile yiikseltgenme
olaylarinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Karbon elektrotlarla yapilan voltametri
ise hem yiikseltgenme, hem de indirgenme bolgesinde genis bir ¢alisma araliina

imkan tanimaktadir.(~ —1.8V - +1.8V (sulu ortamda)). (Tungel ve ark., 1984)

Voltametrik tekniklerin performansi ¢alisma (indikator) elektrotuna baghdir. Calisma
elektrotunun yiizeyinin kimyasal yapist ve fiziksel Ozellikleri performansi
etkilemektedir. Elektroanalitik yontemler gelismeye devam ederken calisma
elektrotlarin1  gelistirme c¢abalar1 da halen devam etmektedir. Elektroanalitik
yontemlerin verimini arttirabilmek icin calisma elektrotlar sekil ve kimyasal yapilari

bakimindan gelistirilmeye ¢alisiimaktadir.

Kati elektrotlar, degisik voltametrik tekniklerde c¢alisma elektrotu olarak yillardir
kullanilmaktadir. Elektroanalitik caligmalarda kat1 elektrotlar genellikle cam

elektrotlardan gelistirilir.

Kati elektrotlar 50 yil 6nce elektroanalitik kimyada kullanilmaya baslanmis ve bir¢ok
degisik kat1 materyal ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir. En sik kullanilanlar:
karbon yapili olanlar, Pt, Au’dir. Baz1 6zel calismalarda; Ag, Ni, Cu, Bi da
kullanilmaktadir. Bunlar degisik sekillerde hazirlanmig olabilir: tubular (boru

biciminde), ring (halka bi¢ciminde), makro ya da mikro sekilde...

Kati elektrotlar, elektrokimyasal yonden inert bir potansiyel araligina sahiptir. Yiiksek
sicaklik ve basinca dayaniklidir. Elektriksel iletkenlikleri iyidir. Uygulamasi kolay,
gelistirilebilir, nispeten ucuz ve az toksiktir. Bunlar da kati elektrotlara kullanim
avantaji kazandirmaktadir. Kii¢iik yapilar1 ve toksisitelerinin az olmasi nedeniyle
viicut i¢i uygulamalarda da kullanilabilmektedir ve zarar minimum diizeyde

olmaktadir.
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Kat1 elektrot yilizeyinin deneye hazirlanmasinin tekrar edilebilirlik agisindan 6nemi
biiyliktiir. Deney siiresince elektrot yiizeyine adsorblanmis veya birikmis
safsizliklardan dolay1 kati1 elektrotlar son derece diizensiz davranig gosterirler. Kati
elektrotlarda, civa elektrotta oldugu gibi elektrot yiizeyinin yenilenmesi sdz konusu
olmadigindan tekrar edilebilir sonuglarin alinabilmesi icin kati elektrotlarin yiizeyinin
her dlgiimden &nce temizlenmesi gerekir. On islem ad1 verilen bu islemler her metal
icin kendine 6zgii olmaktadir. (Wang J. ve ark. 1985 ; Fagan D.T. ve ark. 1985; Ozkan
S. ve ark. 1994)

Voltametride degisik tipte kat1 elektrotlar kullanilmaktadir. Ornegin soy metal
elektrotlar, cesitli karbon elektrotlar, modifiye elektrotlar gibi.

Yeni elektrot sekil ve tasarimi (modifiye elektrotlar) (Wang J. ve ark. 1985; Biryol 1.
ve ark. 1996; Biryol 1. ve ark. 1998; Uslu B.ve Biryol 1. 1999; Ozkan B.ve ark.1993),
yeni yiizey temizleme teknikleri (Ozkan S.A. ve ark. 1994) elektro analiz yontemleri
(puls dalga formlari, adsorptif teknikler, styirma) (Yimaz S.ve ark. 2001;Uslu B. ve
ark. 2001; Ozkan S.A.ve Uslu B.2002; Uslu B.ve ark. 2002; Uslu B. 2002; Ozkan
S.A.ve ark. 2003a; Ozkan S.A.ve ark. 2003b; Dogan B.ve ark.2004; Uslu B.ve Ozkan
S.A. 2004; Dogan B.ve ark. 2005a; Dogan B.ve ark. 2005b; Uslu B.ve ark. 2005a;
Uslu B.ve ark. 2005b;Dogan B.ve ark. 2006; Uslu B.ve ark. 2006; Ostatna V. ve ark
2006) sayesinde farmasotik preparatlarda ve viicut sivilarindaki aktif bilesenler,
safsizliklar, ara triinler ve metabolitler oldukca genis tayin simrlariyla (~ 107'M),

secicilikte ve hizli bir bigimde dogrudan analiz edilebilmektedir.

Bu nedenle ila¢ analizlerinde kromatografik ve fotometrik yontemlere alternatif
yontem olarak nitelendiren modern voltametri bu yontemlerle yarigmali olmaktan ¢ok
onlar1 tamamlayici niteliktedir. Ayrica yoOntemin yiiksek performansh sivi
kromatografisiyle birlestirilmesiyle, kompleks karisimlarin analizinde de basariyla

uygulanmasi saglanmstir. (Wang J. 1985 ; Ozkan S.A. ve ark. 1998)

Kati elektrotlarin kullanildig1 voltametri, 6zellikle indirgenme olaylarina oranla az

incelenmis olan yiikseltgenme tepkimelerindeki rolii ile biyoloji alaninda ve
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dolayisiyla fizyolojik o©nemi olan pek c¢ok bilesigin farmakolojik etki
mekanizmalarinin  agiklanmasinda da basariyla kullanilmaktadir. Bu amagcla
gelistirilen ultramikroelektrotlar canli organizmada invivo ¢aligmalarin yapilmasina

olanak saglamaktadir. (Lane R.F ve ark. 1976 ; Tungel N. ve ark. 1984)

Bu yontemdeki en dnemli gelismelerden biri de, biyosensorlerle biyolojik ortamda
reaksiyona giren ve olusan iriinlerin analizlerinin yapilabilmesidir. Bunlara 6rnek
olarak; glikoz elektrotu, iire elektrotu v.b. verilebilir. Son yillarda 6zellikle ilag —
DNA etkilesmelerinin incelenebilmesi ve yeni elektrot tasarimlarinin yapilabilmesi
icin elektrokimyasal DNA biyosensorleri lizerindeki ¢aligmalar hizla artmaktadir.

( Erdem A. ve Ozs6z M., 2002; Palecek E. ve Jelen F., 2002; La-Scalea M.A. ve ark.,
2002; Kerman K. ve ark., 2001; Kerman K. ve ark., 2002; Ibrahim M.S. ve ark., 2002;
Ozkan D. ve ark. 2004; Rauf S. ve ark 2005; Nafisi S.ve ark.2006 )

Voltametrik ve polarografik yontemlerin, eczacilik alaninda ve klinik caligmalarda
siklikla  kullanilmasinin  nedeni  diisiik derisimlerde farmasotik — analizlerin
yapilabilmesi, numunelerin kolayca ve ¢ok kisa bir siirede hazirlanabilmesi, analiz
siiresinin kisa olmasi, ortamda bulunan katki maddelerinin veya safsizliklarin analiz
sonucunu etkilememesi, bu tekniklerin triin kalite kontroliinde kullanabilmesine
olanak saglamaktadir. Tablet, kapsiil, siispansiyon, surup v.b. ila¢ formiilasyonlarinin
coziinmeyen kisimlarmin veya katki maddelerinin genelde elektro aktiviteleri
bulunmadigr i¢in herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan analizleri
yapilabilmektedir. Ayrica bu yontemlerin diger bir istiinliigli de pahali ve az
miktardaki ilaglarin analizinde de ¢ok az miktarda numuneye ihtiya¢ gosterdigi igin

kullanilabilmesidir. (Brezina ve Zuman,1958; Zuman ve Brezina,1962).

Kat1 elektrotlar grubunda yer alan karbon elektrodun birkag degisik sekli
bulunmaktadir(Uslu B.ve Ozkan S.A. 2007): Elmas, grafit, cams1 karbon ve fullerens
(Panzer,R.E. 1972). Elmas elektrik akimini iletmez. Bor ile dopa edilmis elmas
elektrodun zemin akiminin diisiik olmasi gibi istiinliikleri vardir ve ilag¢ analizlerinde
son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Grafit, yumusak ve goézenekli bir materyal

oldugu icin yiiksek adsorbsiyon kapasitesi vardir. Camsi karbon ise mekanik olarak



26

iyl bir iletkenlige sahiptir. Camsi karbon elektrokimyasal dedektor olarak en ¢ok
kullamlan dedektor tipidir. Fullurens, camsi karbon veya grafit sp” tipinde hibritlesmis
karbonlardir. Biitiin bu grup karbon materyalleri elektrot hazirlanmasinda siklikla

kullanilmaktadir.

Karbon yapili elektrotlar, kati elektrotlar i¢inde yliksek potansiyel araligina sahiptir.
Kimyasal yonden inerttir ve zengin bir ylizeye sahiptir. Cesitleri:
- Homojen olanlar; glassy karbon, grafit, diamond, cams1 karbon...

- Heterojen olanlar; karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrotlar.

Performanslarinda dort kriter dnemlidir:

Genis potansiyel araliZina sahip olmalari,

Elektron transfer mekanizmalari,

Stabilite ve gelistirilebilirlikleri,

Adsorbsiyon (Analitik islemlerde adsorbsiyon nadiren istenen bir durumdur;
ancak, genellikle istenmez. Elektrot yiizeyine adsorbsiyon istenen bir durum
oldugunda elektrotun modifikasyonu ig¢in kullanilir. Ancak bazen istenmeyen

adsorbsiyon elektrot yiizeyinin kirlenmesine neden olmaktadir.).

Glassy karbon elektrotlar, karbon yapili elektrotlar arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardir. Glassy karbon elektrotlar, ‘camsi karbon elektrotlar’ olarak da
bilinirler. Cams1 karbon diger karbon yapilarindan farkli fiziksel ozellikler tasir.
Yiizeyinde daha ufak gozenekler bulunur ve bu o6zelliginden dolay1 diger karbon

tiirlerine gore daha ¢ok kullanilir.

Yapilan pek ¢ok calismada camsi karbon elektrottaki elektron transferinin metal
elektrottakinden daha yavas oldugu bulunmustur. Cams: karbon elektrodun yapis1 ve
ozellikleri ile elektroanalitik kimyadaki kullanimi Van der Linden ve Dieker

tarafindan hazirlanan bir derlemede agiklanmistir (Van Der Linden ve ark. 1986).
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Camsi karbon elektrot materyali ilk defa Yamada ve Sato tarafindan 1962 yilinda
gelistirilmistir. Bu arastirmacilar, camsi1 karbon elektrodu inert bir gaz icerisinde fenol

formaldehit recginesini ¢ok dikkatli bir sekilde 1sitma sonucunda elde etmislerdir.

Camsi karbon yapisinin, rastgele yerlesmis ve karigsik aromatik serit molekiillerinden
olustugu saptanmistir. Diger kat1 elektrotlarda oldugu gibi camsi karbon elektrotla da
aktivasyonu saglamak ve tekrar edilebilir sonuclar1 elde edebilmek i¢in gesitli 6n
islemler gelistirilmistir. Bu iglemler parlatma (Rusling, 1984 ; Thornton ve ark.1985;
Hu ve ark., 1985) kimyasal ve elektrokimyasal (Taylor ve Humpffay, 1973 ; Wang ve
Hutchins, 1985a), radyo frekans (Evans ve Kuwana, 1977), diisiik basing altinda
sicaklik uygulamasi (Stutts ve ark., 1983 ; Wightman ve ark., 1984) vakum-sicaklik
uygulamasi (Fagan ve ark., 1985), laser 1g1n1 ile uyarilma (Hershenhart ve ark., 1984)
ve metal oksit filmlerinin elektrot yiizeyinde kaplanmasi (Cox ve ark., 1988) olarak
siniflandirilabilir. Standart bir aktivasyon islemi heniiz saptanamamistir. Ciinkii
aktivasyon islemi kullanilan ¢o6zeltiye ve incelenecek maddeye bagli olarak
degismektedir (Shearer ve ark., 1972 ; Tjaden ve ark., 1976; Ozkan, S., ve ark., 1998;
Sentiirk, Z ve ark., 1998 ; Yilmaz,N. Ve ark., 1998; Ozkan S.A. ve ark., 2000).

Elektron transferi agisindan aktivasyon isleminin amact (Hu ve ark., 1985), yiizey
kirliliklerinin uzaklastirilmasi, yiizeydeki fonksiyonel gruplarin olusturulmasi ve
ylizey alanmin biiyiitiilmesi, serbest keskin uglar olusturulmasi ve mikro partikiil
olusumunu saglamaktir. Yiizeydeki fonksiyonel gruplar yiikseltgenme derecesine gore
degisir, az oksitlenirse hidroksil, kuvvetli oksitlenirse karboksil veya kinolik yapilar

olusabilir. Sekil 2.1.’de camsi1 karbonun yapisi goriilmektedir (Pravda, 1998).

2.1.1.1. Elmas (Diamond) elektrotlar:

Elmas elektrotlar, kimyasal stabiliteleri nedeniyle elektroanalitik kimyada ilag¢
analizlerinde oldukga sik kullanilmaktadir. Elmas elektrotlarin performansi yiiksektir,
kimyasal ac¢idan inerttir. Yiiksek atomik dansiteleri vardir. Optik 06zellikleri,

oziletkenlikleri ve elektriksel karakterleri kullanimlarinda avantaj saglar.
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Inertligi ve stabil oluslar1 nedeniyle giiclii asidik ortamda dahi kullanilabilirler. Bu
yoniiyle klasik karbon elektrotlar ve diger metal elektrotlardan daha iistiindiir. Genis
elektrokimyasal potansiyel araligina sahip olmalar1 nedeniyle kimyasal ¢aligmalarda

olduke¢a kullanislidir. Diger elektrotlardan iistiin yonleri su sekilde siralanabilir:

- Dabha diisiik konsantrasyonlu maddeler dahi analiz edilebilir.
- Dabha kisa siirede daha kesin sonuglar verir.

- Sonug stabildir.

Amorf elmas elektrotlar, nispeten daha ucuzdur ve kristal elmas elektrotlara gére bu

yoniiyle daha avantajhdir.

2.1.1.2. Voltametride Kullanilan Elektrotlara Yapilan On islemler:

Elektro yiikseltgenme olaylari, elektro indirgenme olaylarina oranla daha az
incelenmistir. Bunun nedeni polarogratide damlayan civanin daima yenilenerek temiz
bir yiizey saglamasi ve bu nedenle de tekrar edilebilir sonuglar elde edilebilmesidir.
Ancak bu elektrot pozitif potansiyellerde yiikseltgendigi icin elektro yiikseltgenme
olaylarmmin incelenmesi icin uygun degildir. Kati elektrotlar da elektro
yukseltgenmede kullanilabilmelerine karsin yiizey, adsorplanabilen maddelerle
kaplandigindan veya elektrotlarin kendileri yiikseltgendiklerinden ve oksitle
kaplandiklarindan tekrar edilebilirligin saglanmasi i¢in her deneyden once ayni1 ylizey
halinin olusturulmasi gerekmektedir. Bu isleme 6n islem denilmektedir. On islem hem
elektrotun cinsine, hem deney ¢ozeltisinin bilesimine baghdir. Kimyasal (Adams ve
ark., 1958 ; Eggretsen ve Weiss, 1956 ; Fagan ve ark. 1985 ; Hershenhard ve ark.
1984 ; Kabasakalian ve Mc Glotten, 1958), elektrokimyasal (Ferret ve Philips, 1985 ;
Dermis ve Biryol, 1.,1990 ; Ozkan S.A. ve ark. 1994) ve hem kimyasal hem de
elektrokimyasal (Kolthoff ve Tanaka, 1954; Biryol ve ark. 1989 ; Ozkan ve ark. 1994)
ya da mekanik (Yimaz S. ve ark 2001; Ozkan S.A. ve Uslu B. 2002; Uslu B. ve Ozkan
S.A. 2002; Demircigil B.T. ve ark. 2003; Ozkan S.A. ve ark. 2003; Dogan B. ve ark.
2004; Uslu B. ve Ozkan S.A. 2004; Dogan B. ve ark 2005a; Dogan B. ve ark 2005b;
Uslu B.ve ark. 2006) 6n islemler olabilir.
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2.1.1.3. Voltametrinin Kurami:

Bu yontemde genel prensip; elektrokimyasal hiicrede bulunan, polarize olabilen bir
calisma elektrotu ile karsilastirma elektrotu arasinda degeri zamanla degistirilen
gerilim uyarma sinyali uygulanarak {i¢ elektrotlu hiicrelerde calisma elektrotu ile
yardimc1 elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise calisma elektrotu ile karsilastirma
elektrotu arasindaki akimin dl¢iilmesine dayanir. (Yildiz A. ve Geng O. 1993; Bond
A.M. 1980). Dengedeki bir elektrokimyasal hiicreye disaridan denge geriliminden
farkli bir gerilim uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulasmaya calisir. Bu sirada bir
elektrot tepkimesi olur yani akim geger. Voltametride, uygulanan ve degeri zamanla
degistirilen gerilime kars1 hiicreden gecen akim 6lgiiliir. Uygulanan gerilimin, 6l¢iilen

akim degerlerine kars1 ¢izilen grafigine ise voltamogram denir.

Analizi yapilacak ¢ozelti icindeki elektroaktif maddelerin yiikseltgenebilme,
indirgenebilme 6zelliklerine gore elektroliz tepkimesi, ¢aligma elektrotuna ait gerilim
araliginin belirli bir noktasinda olur. Bu yiizden voltamogram, ¢ozeltideki elektroaktif

maddelerin nitel ve nicel 6zelliklerini yansitir.

Voltametride en ¢ok kullanilan gerilim uyarma sinyallerinden biri, elektrokimyasal
hiicreye uygulanan gerilimin zamanin bir fonksiyonu olarak dogrusal olarak arttig1
Sekil 2.1’ de gosterilen bir dogrusal tarama olup, hiicrede olusan akim uygulanan
gerilimin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Bu yonteme dogrusal taramali voltametri

(Yildiz A. ve Geng O. 1993) denir.

Voltametri;
1. Kontrol edilen potansiyelde voltametri,

2. Kontrol edilen akimda voltametri olarak iki kisimda incelenir.

Kontrol edilen potansiyelde voltametri ise;
1. Sabit potansiyelde voltametri,
2. Sirekli degisen potansiyelde voltametri olarak iki boliimde incelenebilir.

(Uneri, 1979).
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Sabit potansiyelde voltametride, deney hiicresinden gecen akim zamanin fonksiyonu

olarak olciiliir.

Stirekli degisen potansiyelde voltametride ise, potansiyel disaridan kontrol edilerek
degistirilir ve akim siddeti buna bagl olarak kaydedilir. Potansiyel tarama yontemi de
denilen bu yontem potansiyel defisme hizina bagli olarak yavas tarama ve hizh

tarama olarak ikiye ayrilir.

Bu calismada uygulanan siirekli degisen potansiyelde voltametri ile analiz edilecek
maddelerin elektrokimyasal davranislari incelenmektedir. Her madde i¢in 6zel olan
voltamogramlar bir referans elektrota karsi g¢alisma elektrotunun potansiyelinin
degistirilmesi ile elde edilen akim — potansiyel egrileridir. Elektroaktif maddelerin
yukseltgenme ve indirgenme Ozelliklerine goére uygulanan potansiyel araliginda
elektroliz olayr gergeklesir. Sonugta elde edilen voltamogramlarla elektroaktif

maddenin nitel ve nicel analizi yapilabilir.

Potansiyel degisme hiz1 genellikle 1 — 100mVs ™' arasinda oldugu zaman yar kararl
hal yontemi olan yavas tarama s6z konusudur. Yavas taramada safsizliklar elektrot
ylizeyine toplanarak akim — potansiyel iligkisini etkileyebileceginden, ¢alismalarin

uygun bir tarama hizinda yapilmasi gerekir.

Kati elektrotlarla yapilan voltametrik analizlerin bir kisminda yavas gerilim tarama
hizlar1 (~ 1 — 20 mVs ") kullanilir. Ayrica analiz ¢ozeltisi gogunlukla sabit ve yiiksek
bir hizda karistirilir. Bu tip voltamogramlar daha ¢ok mekanizma aydinlatma
caligmalarinda kullanilmaktadir. Sekil 2.1°de potansiyelin yavas degisimi halindeki

akim — potansiyel egrisi goriilmektedir.
Sinir Akimua:
Potansiyelin yavas degisimi halindeki akim — potansiyel egrisi Sekil 2.1°de

gorlilmektedir. Burada analizi yapilan maddenin elektrot tepkimesine girmeye

baslamasindan sonra, potansiyelde olusabilecek kiiciik bir degisiklige karsi akimdaki
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artis hizli olacaktir. Akim biiytikliigli elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine ulasma
hiz1 ile smirlanir ve bu nedenle belli potansiyel degerinden sonra akimda artis

goriilmez. Bu bolgedeki akim biiyiikliigiine sinir akimi denir.
Artik Akim:

Elektrot ile elektroaktif madde reaksiyona girmeden Once kiigiik bir akim
gozlenmektedir. Cozeltideki safsizliklar ve elektriksel ¢ift tabakanin yiiklenmesi gibi

nedenlerden olusan bu akim biiyiikliigiine artik akim denilir. (Sekil 2.1)

Kat1 elektrotlar kullanilarak yapilan voltametrik analizler, karigtiritlmayan ¢ozeltilere
20 mVs "den daha biiyiik gerilim tarama hizlarinda da uygulanabilir. Gerilimin hizl
degistigi bu tip voltametride elektroaktif maddenin tepkimeye girmesi ile akimdaki
artis hizlidir ve bir maksimum gectikten sonra durgun c¢oézeltide maddenin elektrot
ylizeyine diflizyonla aktarimi yeterli hizda olmadigindan diismeye baslar. Dolayist ile,

bu teknikle voltametrik dalga yerine pik goriintiisii elde edilir.

Potansiyel degisme hizinin 100 mVs ’den daha biiyiik oldugu ydntem, hizli tarama
yontemi olarak adlandirilir. Bu yontemle, yiik gecisi reaksiyonunda yiizeyde olusan
adsorblanmis ara iiriin belirlenir. Biitiin bunlara ilaveten literatiirlerde yavas ve hizli

tarama yontemleri i¢in degisik hiz araliklarina rastlanmaktadir. (Ross 1977)

Ilk olarak Nicholson ve Shain (1964) tarafindan gelistirilen déniisimlii (siklik)
voltametri elektrokimyasal olaylarin incelenmesinde kullanilan 6énemli yontemlerden
birisidir. Bu yontemde, karistirilmayan bir ¢ozeltideki elektrodun akim cevabi, iggen
sekilli dalga potansiyeli ile uyarilir. Bu uygulamada, potansiyel iki deger arasinda
devreder. Once bir maksimuma dogru dogrusal olarak artar ve sonra aym egimle
orijinal degerine dogrusal olarak azalir. Bu islem, akim zamanin bir fonksiyonu olarak
kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir. Bir tam devir 100 ve/veya daha fazla saniye
siirebilir ve/veya 1 saniyeden daha az siirede de tamamlanabilir. Ileri ve geri yondeki
gerilim hizlar1 ayn tutulabildigi gibi farkli tarama hizlar1 da kullanilabilir. Bu teknikle

maddenin hizla reaksiyona girdigi potansiyel aralifi (elektrokimyasal spektrum),



32

olayin hiza bagimliligi, boylece eslesmis olan kimyasal reaksiyonlar, kolaylikla
bulunabilmekte ve adsorbsiyon gibi baz1 komplikasyonlar kolaylikla taninabilmekte
ve elektrot reaksiyonu mekanizmasi aciklanabilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1
doniigiimlii voltametri ilk defa galigilan bir sistem igin tercih edilen bir teknik

olmustur.

Potansiyel tarama teknigindeki potansiyel-zaman iliskisi Sekil 2.2°deki gibidir.

Burada potansiyel E; ve E, smirlari arasinda belirli, bir tarama hiziyla (mVs™)

degistirilir.
A

A

AKIM
i SINIR AKIMI
v

e b .

v .

POTANSIYEL

Sekil 2.1. Yavas potansiyel degisiminde kat1 elektrot voltamogram
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POTANSIYEL

A

E, |

E, — .

Ey I

v

ZAMAN

Sekil 2.2. Potansiyel tarama tekniginde elde edilen potansiyel — zaman egrisi.

En yaygin olarak kullanilan yontemler doniistimlii voltametri ve dogrusal taramali
voltametridir. Her iki yontem de baslangigta aynidir. Yalniz doniistimlii voltametride
E, potansiyeline erisilince E; potansiyeline geri doniiliir ya potansiyel bir siire burada
tutulur sonra E, potansiyeline geri doniiliir veya E; potansiyeline dogru devam edilir.
Dontigiimlii voltametride genellikle gidis ve doniis hizi aynidir. Dogrusal taramali
voltametride ise sadece belli bir hizda E; potansiyelinden E, potansiyeline ulasilir.
Hem dontistimlii voltametride, hem de dogrusal taramali voltametride akim,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Genel olarak bu deneylerde
kullanilan hiz birkag mVs ’den birkag¢ yiiz bin mVs "’ye kadar degisir (Sekil 2.3).
Birkag yiiz bin mVs ™' hizlar1 ¢ok biiyiik oldugu icin deneysel giigliiklere sahiptir. Cift
tabaka yiiklenmesi ve IR diisiisii etkileri ¢ok biiylik olur. Yakin zamanlarda, hizli
tarama yapildiginda iyi sonucglar alabilmek icin mikroelektrotlarin kullanilmasi

gerektigi  bulunmustur. Boylece yik akimi ve direng kiiglltiilmiis olur.
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Voltamogramlarin kaydi i¢in bugiin XY kaydedicisi veya osiloskoplar yerine
bilgisayar kullanilmaktadir. Doniisiimlii voltametri bir sistemi ilk kez incelemek
amaciyla kullaniliyorsa once kalitatif, sonra yar1 kalitatif ve en son kantitatif deneyler

yapilabilir.

Gerilimin dogrusal taramada oldugu gibi sabit bir hizla bir degere kadar
cikarilmasindan sonra tekrar aym hizla ilk degere dondiiriilmesi ile doniistimlii
voltamogramlar elde edilir demistik. Bu sistemlere Sekil 2.2°deki potansiyelin
ikizkenar liggen seklindeki gerilimi uygulanirsa doniigiimlii voltamogramlar elde edilir
(Sekil 2.4 ve 2.5). Ileri yondeki gerilim taramasi sirasinda bir yiikseltgenme olmussa,
gerilim taramasi tersine ¢evrildiginde yiikseltgenme sirasinda olusan iiriiniin elektrotta
yeniden indirgenmesi ile bu yonde de bir pik gozlenebilir. Geri doniisimli bir
elektrokimyasal tepkimede anodik pik gerilimi (Ep,) ile katodik pik gerilimi (Epk)
arasinda en fazla 59/n mV’luk bir gerilim farki olmali ve ayn1 zamanda anodik pik
akimi (I,,) katodik pik akimi (I,x) birbirine esit olmalidir. Elektrot tepkimesinin geri
dontistimliiliigii azaldikca anodik ve katodik pikler birbirinden daha farkli gerilimlerde
ve daha yayvan olarak gozlenir. Tam geri doniisiimsiiz bir elektrot tepkimesinde ise

iirlintin ¢ok hizl1 bir sekilde tiikketilmesinden dolay1 geri pik tamamen kaybolur.

Kalitatif analiz i¢in, degisik hizlarda egriler ¢izdirilir. Degisik potansiyel araliklar
secilir. Genel olarak pik veya dalga gozlenir ve bunlarin hizla nasil degistigi incelenir.
Bu egriler indirgenme ve yiikseltgenme pik akimi ve potansiyelleri gibi
elektrokimyasal parametrelerin yaninda reaksiyon hizi, aktarilan elektron sayilari,
derisim gibi parametrelerin bulunmasinda da kullanilir. ik ve son egrilerin arasindaki
degisimin incelenmesinden pik akimlarinin hiza bagliligi Olgiliir. Buradan
adsorbsiyon, difiizyon, eslesmis kimyasal reaksiyonlar hakkinda fikir edinilebilir. Ara
vermeksizin iist iiste ¢izdirilen doniisiimlii voltametride ilk ve son voltamogramlar
arasindaki fark mekanizma hakkinda bilgi verir. Mekanizma tayininde ayrica doner
halka disk elektrot ve sabit potansiyel kulonometrisi ve ¢esitli spektroskobik
yontemlerden de yaralanilmaktadir. Kinetik amacgla yapilan c¢alismalarda ise ilk

taramadaki egriler kullanilir.
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Doniistimlii voltametride anodik ve katodik tarama hizlar1 genel olarak ayni segilir.

Hizli kimyasal reaksiyonlar i¢in ise, degisik hizlarda ¢alisilmalidir.

2.1.1.4. Elektrokimyasal Tasinma Yollari:

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir olayda ii¢ sekilde tasinabilir:

a) Bir elektrik alan etkisi altinda Gé¢/ Migrasyon,
b) Karistirma veya titresim sebebiyle Konveksiyon,

c¢) Derisim farkindan kaynaklanan Difiizyon.

Migrasyon, yukli taneciklerin elektriksel alanin etkisi ile zit yiikli kutba dogru
cekilmesinden kaynaklanan bir hareket tiiriidiir. Burada anyonlar anoda, katyonlar
katoda dogru hareket ederler. Migrasyona yol agan kuvvetler sadece elektrostatik
giiclerdir. Elektroaktif tiir yiikli oldugu silirece zit yiikli elektrot tarafindan
cekilecektir. Ancak derisime bagli olmadig igin, ilgilenilen tiirlin bu yolla aktarimin
tiimiiyle sifirlayamazsak da en aza indirmek i¢in ortama asir1 miktarda aktif olmayan
destek elektrolit ilavesi yapilir. Bu ¢ozeltideki iyonlar iyonik gocli dnemli dlgiide
iistleneceginden analitin ¢ok az bir kesimi migrasyonla taginir hale gelecektir. Boylece
cozeltideki yiikler herhangi bir iyon tarafindan taginabilir; analitin z1it yiiklii elektroda
gbc etme hiz1 uygulanan potansiyelden bagimsiz hale gelir. Iyonik gd¢ ortama destek

elektroliti ilavesiyle engellenebilir.

Konveksiyon sicaklik ve yogunluk farkindan olusur. Konveksiyonun akim yogunlugu
iizerinde biiyiik etkisi vardir. Bunu 6nlemek icin ¢ozelti ya karistirilir ya da elektrot

hizla dondurilir.

Asil istenen, ana c¢ozeltideki elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine sadece
diftizyonla tasmmasidir. Difiizyon kontrollii elektrokimyasal olaylarda madde
derisiminin fazla oldugu bolgeden derisimi az olan bolgeye dogru diflizlenir. Boylece
elektrolit ¢ozeltisi ile elektrot yiizeyi arasindaki derisim farkindan bir difiizyon akisi

dogar.
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Bu aki;
J=-D (dc/dx)
Formiilii ile verilir. Bu iliski Fick’in 1. yasasidir.

Burada J, difiizyon akis1 (mol ms); dc/dx derisim gradienti (mol m?) ve D
difiizyon katsayist (m s ')’dir. Fick’in 1. yasasinda kararl hal difiizyonu goz 6niine
almmigtir. (Bocris ve Reddy, 1970). Yani difiizlenen partikiillerin derisimi ve aki
zamanla degismemektedir. Bu yasa elektrot olaylarina uygulandiginda, elektroda
bitisik diflizyon tabakasi denilen bir bolgede elektroaktif maddenin elektrota
ulagmasini acgiklar. Bu taktirde elektroda diflizlenen maddenin esdeger gram sayisi

difiizyon akisina esit olur. Yani;

I /nF =J=-D (dc/dx)
Eger bu kavramlar degisiyorsa bu halde;

(8¢ /8t)=D (5° C /&)
denklemi elde edilir. Bu denklem Fick’in 2. Yasasi adini alir. Yani derisim hem
zamana, hem uzakliga baghdir. Boylece kismi diferansiyel denklemle gosterilen
yukaridaki Fick’in 2. yasasinin formiilii elde edilir.
Geri Doniisiimlii Sistemler :

O+ne R gibi bir geri donilisiimlii olay i¢in ¢ok yavas bir tarama

uygulandig1 zaman, potansiyel degisme hiz1 arttirildikca egri degisip pik seklini alir.
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Artan slipiirme
hizlar

™~

Kararh hal

+0,1 0 -0,1 -0,2 -0,3 E-E’/V
Sekil 2.3. Farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen akim — potansiyel egrisi.

O maddesinin derisim profili potansiyelin fonksiyonu olarak incelenirse, egrinin
neden sigmoidal veya pik seklinde goriildiigii anlagilabilir. Kararli hal sartlarinda
elektrottan belirli uzakliktaki derisimler dogal konveksiyonla sabit tutulmaktadir.
Elektroda bitisik tabakada ise (Nernst Difiizyon Tabakasi) derisim gradienti
dogrusaldir. Nernst denkleminde potansiyelin negatif olabilmesi icin O maddesinin

ylizey derisiminin az olmas1 gerekir.

E:Eo+£+lnﬂ
nk aR

Burada ao ve aR, O ve R maddelerinin ylizey derigimlerini gostermektedir.
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Bu durumda derisim gradienti arttik¢a akim artacaktir. Clinkli difiizyon hizi artar.
Sonunda ylizey derisimi sifira yaklasir ve derisim profili artik degismez. Bu noktada
akim limit degerine ulagsmistir. Tarama hiz1 arttikca difiizyon tabakasi denge
durumuna ulagmak i¢in yeterli zaman bulamaz ve ¢ozeltiye kadar ulasamaz. Derigim
profili de artik dogrusal degildir. Potansiyel degeri O maddesinin indirgenebilecegi
degere ulastig1 zaman O’nun ylizey derisimi ¢ozelti derisiminden Nernst denkleminin
gerektirdigi degere diiger (Sekil 2.3). Sonugta bununla orantili olan bir akim devreden
gecer. Bu gradient bir defa kurulunca sabit kalmaz, difiizyon nedeniyle diiser. Bu
arada elektrot potansiyeli de degisir. Bu yiizden O maddesinin yiizey derisimi diiser (b
ve c egrileri) Sonugta bu deger sifira iner (e egrisi). Bu egrilere gore herhangi bir
potansiyelde ylizeydeki derisim gradienti kararli halden daha biiyiik oldugu zaman
akim da biiyiik olur. Yiizey derisimi sifira erisince derisim gradienti artik azalmaya
baslar. Bunun sonucunda da egri pik seklini alir. Bu yontemde hiz arttikga akim da

artmaktadir. (Greef ve ark. 1990)

Potansiyel ters dondiigii zaman yavas tarama hizlarinda (kararli hale benzer
degerlerde) akim ayni yolu izleyerek geri doner. Daha hizli taramalarda ise gidis
doniis egrileri ayn1 degildir. Ciinkii tarama geri ¢evrildigi zaman elektrot ylizeyinde ve
yakininda R maddesinin 6nemli derisimi vardir ve R maddesi ayn1 zamanda olusmaya
da devam eder (denge potansiyeline ulasilincaya kadar). E denge potansiyelinden
sonra ters akim gegmeye baslar. Elektrot potansiyeli degistikce R maddesinin yiizey
derisimi de sifira erisir ve oksidasyon dalindaki gibi bir pik olusur. Boyle bir
doniisiimlii voltamogram Sekil 2.3’de goriilmektedir. Bu egride Olglilebilen toplam

dort parametre vardir:

1. Katodik pik potansiyeli (Epk)
Anodik pik potansiyeli (Epa)
Katodik pik akimi (Ipk)
Anodik pik akimi (Ipa)

el
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ES/V

Sekil 2.4. Geri doniigiimlii bir olayin doniisiimlii voltamogrami

Bu tip egrilerde olaydaki yiik degisikligi katodik olaydakine gore daha kiictiktiir.
Cinkii R maddesinin ¢ogu elektrottan difiizlenmistir. Bu yilizden yeniden
yukseltgenemez (Greef ve ark. 1990). Geri doniisiimlii bir doniisiimlii voltamogramin

seklini veren matematiksel denklemi ifade etmek i¢in;
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(O + nee ~ R)olayiileilgili Fick’in ikinci yasasini veren denklem uygun

sinir kosullari i¢in ¢oziiliir ve

1/2
Ip, = —0,4463 nF{Z—I;} .Co”. D" v (2.D) denklemi elde edilir.

25°C i¢in denklem diizenlenirse;
Ipe=-(2.69x 10%) .n 2 Co”.D”.v” denklemi elde edilir.

n :Reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi
: Difiizyon katsayis1
Co” : O maddesinin ¢ozelti igindeki derigimi

v : Potansiyel degisme hiz1’dir.

Bu denkleme Randles — Sevcik denklemi de denir. Bu denklemden de anlasilabilecegi
gibi pik akim1 hizin karekdkiiyle dogru orantilidir.

12 grafigi, bir sistemin geri doniisiimlii olup olmadiginin gostergelerinden

1/2

Ip —v
biridir. Donlisiimlii voltamogramin hizla degisimi Sekil 2.5’da goriilmektedir. Ip — v
ifadesinin dogrusal olusu ayni1 zamanda olayin difiizyon kontrollii oldugunu gosterir.
Ciinkii Randles — Sevcik denklemi olaym diflizyon kontrollii oldugu hal igin

cikarilmstir.

Geri doniisiimlii bir voltamogram ancak hem O hem de R maddeleri kararliysa
gecerlidir ve elektron transferi hizli ise s6z konusudur. Bu durumda biitiin hizlarda ve
potansiyellerde elektron transferi yiizeyde denge halindedir . Yani yiizey derisimi

Nernst denklemine uymaktadir.
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Sekil 2.5. Geri doniigiimlii bir olayin hizla degisimini gosteren doniisiimlii

voltamogram.

Bir sistemin geri dontisiimlii olup olmadig;
1. AEp=Ep*-Ep“=59/nmV
[Ep—Epn]1=59/nmV
[1p*/1p“] =1

2
3
4. Ipoxv 5
5. Ep’nin tarama hiz1 ile degismemesinden
6

Ep’nin iizerindeki degerlerde, 1 /I ¢ nin zamanla orantili olmasindan anlagilir.
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Geri Doniisiimsiiz Sistemler:

Geri dontigiimlii sistemlerde elektron transfer hizi biitlin potansiyellerde kiitle taginma
hizindan 6nemli 6l¢iide biiytiktiir. Bu yiizden de Nernst denklemi elektrot yiizeyinde
daima gecerlidir. Eger elektron transfer hizi1 yavagsa bu durumda ylizeydeki denge
saglanamaz ve voltamogram degisir. Bu halde diisiik tarama hizlarinda elektron
transfer hiz1 kiitle transfer hizindan fazladir. Voltamogram geri doniistimliidiir.
Tarama hizi arttigi zaman kiitle tasima hizi artar ve elektron transfer hiziyla
karsilastirilabilir biiyiikliige gelir. Bunun en giizel gézlenen etkisi pikler arasindaki
ayriligin biiyiimesidir. Bu tip verileri incelemek i¢in yararl bir yol, akimi difiizyon
hizindaki degisimin karekokiine gore uyarlamaktir. Yani akim yerine I / v, birim
hizdaki akim — potansiyel egrisi ¢izmektir. Sekil 2.6’ de geri doniislimsiiz bir sistem
icin c¢esitli hizlarda {istiiste alinmis voltamogramlar goriilmektedir. Burada anodik ve
katodik pik potansiyelleri arasindaki farkin geri doniisiimlii sistemlerden fazla oldugu

ve pik yliksekliklerinin geri doniisiimlii sistemlerden daha az oldugu goriilmektedir.

Geri donlistimsiiz sistemler i¢in kullanilan baginti :

Ip=-2.99x10°).n (aeny)?.Co.D”*.v"* (2.2)

n :Reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi

n, :Hiz tayin edici basamaga kadar alinip verilen elektron sayis1
o, : Transfer katsayist

D : Diflizyon katsayis1

Co : O maddesinin ¢dzelti icindeki derisimi

v : Potansiyel degisme hizidir
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A
1/ VI/Z

Sekil 2.6. Geri doniisiimsiliz bir sistem i¢in c¢esitli hizlarda iist iiste kaydedilmis

doniistimli voltamogram

Geri doniistimsiiz bir reaksiyon i¢in belirleyici sartlar da sunlardir:

1. Ters pik yoktur.

12 ile orantilidir.

2. Ipav
3. Epe, -30/ a.ng mV kadar kayar (hizdaki her 10 kat artis igin).
4.

| Ep—Epn | =48/ on, mV’dur.
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Diisiik tarama hizlarinda geri doniisiimlii olan sistem, tarama hizi arttiginda geri
doniisiimsiiz hale gelir. Bu arada sistem yar1 geri doniisiimlii bir halden ge¢mistir. Bu
gecis elektron transfer hizi kiitle transfer hizina gore yavasladiginda, yani elektrot
ylizeyinde Nernst denklemi gegersiz hale geldiginde olur. Biitiin bu tarama ¢esitleri
sonunda elde edilen bu egrilere voltamogram denilmektedir. Voltamogramlar analizi
yapilacak ¢ozelti i¢indeki elektroaktif maddelerin (elektrot tepkimesine giren madde)
siirekli degisen potansiyelde gosterdikleri davraniglarin  kaydedilmis seklidir.
Potansiyel taramasi, referans elektroda karsi ¢alisma elektrodunun potansiyelinin
degistirilmesi ile gerceklestirilecek akim — potansiyel egrileri, yani voltamogramlar
elde edilir. Her madde i¢in karakteristik olan bu egriler elektroaktif maddelerin nitel

ve nicel 6zelliklerini yansitir.

Eger doniisiimlii voltamogramin sekli teoride beklenenden farkli ¢ikiyorsa bu bir
yiizey olaymin varligmi gosterir. Ornegin faz olusmasi veya uzaklasmasi reaksiyona
giren maddenin veya iriiniin adsorbsiyonu gibi. Degisik adsorbsiyon izotermleri
vardir (Greef ve ark. 1990). Henry, Virial, Langmuir, Frumkin ve Temkin gibi. Ornek
olarak Langmuir izotermine uyan bir reaksiyona giren maddenin adsorbsiyonu

durumunda;

c
P

2 r2_o
:uv (2.3)
4RT

I : O maddesinin potansiyel taramasi baglamadan 6nceki yiizey fazlasi

v :potansiyel tarama hiz1

n :transfer edilen elektron sayisi
F  :Faraday sabiti

R : gaz sabiti

T  : mutlak sicaklik

denklemi ile verilen bir pik akimi gozlenir. Goriildiigii gibi adsorbsiyon kontrollii pik
akimi tarama hiziyla dogru orantihidir. Log Ip® — Log v egrisinin egiminin % ¢ikmasi
olaym difiizyon kontrollii, 1 ¢ikmasi ise adsorbsiyon kontrollii oldugunu gosterir.

(Denklem 2.1 ;2.2 ; 2.3)
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Kararh Hal Kinetiginin incelenmesi:

Kararli halde kinetik verilerin incelenmesi i¢in Tafel denkleminden yararlanilir.

(Greef ve ark. 1990) Tafel denklemi katodik bir reaksiyon igin;

a, nkFn
Log|l,|=Logl, ——— (2.4
gll|=Logl, -———— (24
Anodik bir reaksiyon i¢in ise;
nkFn
Log |l,|=Log I, +— 2.5
g |, glo+ =3 29

Seklinde verilir. Burada,

I : Akim yogunlugu

I,: Yik degisimi akim yogunlugu. Bu deger dengedeki bir sistemin, yani dig ¢evreden
akim gegmezken ileri ve geri reaksiyonlarin hizinin dl¢isiidiir.

o, : Anodik transfer katsayisi

o. : Katodik transfer katsayisi

n : Alinip verilen elektron sayisi

N : Asirt gerilim [E - E° = 1]

F : Faraday sabiti

R: Gaz sabiti

T: Mutlak sicaklik

o transfer katsayisi tek basamakli basit reaksiyonlarda B sembolii ile gosterilir ve bu
katsay1 elektrot — elektrolit ara yiizeyinde yiik transferi reaksiyonunun bir
karakteristigini verir. Bu kavram ylizeyin denge potansiyelinden ayrilmasiyla olusan
elektriksel enerjinin ne kadarmin elektrokimyasal reaksiyonun hizini etkiledigini
gosterir. Basit ve tek elektronlu reaksiyonlarda bu deger 0,5 dolayindadir (Bocris ve

Reddy,1970).
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Diferansiyel Puls Polarografisi Teorisi:

Puls akiminin 6l¢iildiigii referans diizey, puls uygulamasindan dnceki akimdir. Pulsun
baslangicindan akimin dl¢iilmesine kadar gecen siire (6rnegin 50 msn) icerisinde yiik
akimi ¢ok kiiciik bir degere diiser. Kalan faradaik akim kisa bir zaman periyoduna
entegre edilerek Olgiillir ve fark dogru akim potansiyeline kars1 grafige alinir. Puls
uygulama siiresi (= 50 ms) hizli dc polarografisi veya voltametrideki siireye esdeger
oldugundan puls yontemleri analitik amaglarla kullanildiginda elektrot kinetigine
kuvvetle bagli olmasi beklenmez. Sonu¢ olarak puls polarografisi elektrokimyasal
olarak geri doniisiimsiiz olan sistemler icin de yiiksek bir duyarliliga sahiptir (Bond,
1980 ; Greef ve ark. 1990). Diferansiyel puls polarografisinde potansiyel-zaman
profili Sekil 2.7°de gosterilmistir.

"

4\

— Puls Genligi

(E)
T _ /{

DAMLAMA ZAMANI
d

\ 4

hla diisiisi

» t(Zaman)

Sekil 2.7. Diferansiyel puls polarografisinde uygulanan potansiyel dalgasinin sekli
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Normal dc polarografisi i¢in yazilmis olan Heyrovsky — Ilkovich denkleminin

diferansiyeli alinip bundan limit diflizyon akim1 degeri ¢ikarilirsa;

2 2
A =" yonp) [ L . denklemi elde edilir.
RT wt, (1+P)
Burada;
A;  : diferansiyel puls akimi

AE : puls genligidir.
Bu denklem kiigiik genlikler i¢in gecgerlidir. Denklem AE’nin biitiin degerleri i¢in

gecerli olacak sekilde ¢oziiliirse:

D P,c’ - P,
zt, o©+P,o’+P,+P’c

A, =nFAC

denklemine ulasilir. Burada;

nk | E, +E
o =exp
RT 2
E,-E; : AE puls genligi
E, : Puls uygulandiktan sonraki i, akiminin 6l¢iildiigli potansiyel

E; : Puls uygulanmadan 6nceki 1; akiminin 6l¢tildiigii potansiyel
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Indirgenme igin A g < 0°dir. A; maksimum oldugunda P, = 1°dir.

-1
(A1) =nFaCc |2 271
rt, o+1
Eger - Ag /2 < RT /nF ise bu denklem kii¢lik genlik seklini alir ve

2 2
(Ai)max = n AC (_AE) - L olur.
4RT T z‘m

Eger -Ag/2>>RT /nFise(c-1)/(c+ 1)=1 olur ve (Ai)max Cottrell esitligindeki

degerini alir.

-Ag degeri bliylidiikge (Ai)max biiyiir. Fakat puls genligi biiylidiikce elde edilen pik

yayvanlasir, bu da ayirim giiciinii azaltir.

Denklem 2.6’dan anlasildigi gibi (Ai)max, derisimle dogru orantilidir. Bu geri
donlisimlii olmayan haller i¢in de gecerlidir. Ancak katalitik reaksiyonlarda ve
benzeri karmagik reaksiyonlarda bu dogrusal iliski bozulur. Yar1 geri doniistimlii veya
tamamen geri donlislimsiiz hallerde birim derisim basina diisen (Aj)max degeri geri

doniisiimli halden daha kiigtiktiir.

Normal puls ve diferansiyel puls polarografisi teorileri damlayan civa elektrot i¢in
gelistirilmis olmakla birlikte puls deneylerinde zaman eseli puls siiresi ile tayin

edildiginden duragan elektrotlara da bu teori uygulanmaktadir. (Bond,1980)
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Kare Dalga Voltametrisi Teorisi

Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli olma istiinliigii olan bir puls
polarografi teknigidir. Voltamogramin tamami 10 ms’den daha kisa bir siirede elde
edilir. Damlayan civa elektrodu ile tarama, bir damla 6mriiniin son birka¢ saniyesi
icinde, yiikleme akimi1 hemen hemen sabitken gergeklestirilir. Kare dalga voltametrisi

asili civa damla elektrodu ve kromatografik dedektorler ile kullanilmaktadir.

potansiyel

A

<+ > Ai=i1-i2

Zaman

Sekil 2.8. Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu. Akim cevabi Ai,

1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akimi ¢ikarilarak bulunur.

Sekil 2.8’de kare dalga voltametrisi yonteminde elde edilen basamakli sinyal
goriilmektedir. Basamakli sinyalde her basamagin boyu ve puls periyodu esit olup, bu

yaklasik 5 ms civarindadir.

Basamakli sinyalin potansiyel basamagi (AE;) genellikle 10/n mV, pulsun biiytikligi
(2 Eqw) ise genelde 50/n mV dur. Sistemin bu sartlar altinda calistirilmas1 20 Hz’lik
puls frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1V’luk bir tarama 0,5 sn’de yapilir.

Yontemde akim pulsun pozitif (1) ve negatif (2) kisminin sonuna dogru iki kez
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Olciilmekte ve bunlarin farki alinmaktadir. Genellikle voltamogramlarda bu akimlarin
farki (A1) grafige gecirilmektedir. Bununla ilgili voltamogram Sekil 2.9’da
goriilmektedir. Bu fark derisimle dogru orantilidir. Elde edilen pik potansiyeli de
dc’deki yar1 dalga potansiyeline karsilik gelir. Bu yontemde tayin smirlart 107 — 10
M arasindadir. (Hart, 1990 ; Yildiz ve Geng, 1993 ; Skoog ve ark., 2000 ; Smyth,
M.R., Vos, J.G., 1992)

15

10

-5 I I I I I
200 100 0 -100 -200 -300 -400 -500

n(E—El/z), mV

Sekil 2.9. Geri doniigiimlii bir reaksiyon i¢in kare dalga voltamograma.

A :ileri dogru akim B : geriye akim C : net akim
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Bu yontemde 6l¢iilen difiizyon sinir akimi

nFAD"*c

I, = (tl —t p) esitligi ile verilir.

Burada;
t' : Akim dl¢iimiiniin yapildigi zaman

t, : Pulsun uygulanmaya basladig1 zaman’dur.

Kare dalga yontemleri temel olarak {i¢ sekilde uygulanir. Bunlar Barker, Osteryoung
ve Kalousek yontemleridir. Barker kare dalga voltametrisi / polarografisi kare
dalganin en basit seklidir. Bu formda dalga bir rampa yada merdiven seklinde olup
simetrik bir kare dalga ile siniizoidal alternatif akim voltametrisinin uygulanmasiyla
olusmustur. Kalousek kare dalga voltametrisi / polarografisi (Heyrovsky tarafindan
isimlendirilmistir) kare dalganin sadece ters yar1 devirlerindeki akimin Sl¢iilmesiyle
elde edilen daha kiiciik frekanshi (5 Hz) yontemleri i¢cin uygulanmaktadir. En ¢ok
kullanilan kare dalga yontemi ise Osteryoung’tir. Bu yontem digerlerinden, uygulanan
puls periyodunun (A), yar1 puls yliksekliginin (Esy) ve uygulanan her puls sonunda
potansiyelin artmasi ile farklilik gosterir (Christie ve ark., 1977 ; Turner ve ark., 1977;
Yimaz S. ve ark. 2001; Uslu ve Ozkan, 2002 ; Demircigil ve ark., 2002; Ozkan S.A.
ve Uslu B. 2002; Uslu B. ve Ozkan S.A. 2003; Uslu B.ve Ozkan S.A. 2004; Dogan B.
ve ark. 2005; Uslu B. ve ark. 2005; Ozkan S.A. ve ark. 2006; Uslu B. ve ark. 2006).
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2. 2. Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gecerlik Testleri)

Analitik yontemler, ila¢ analizlerinde, biyolojik numune analizlerinde, biyoesdegerlik,
biyoyararlanim c¢alismalarinda, farmakokinetik bilgilerin degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda, ila¢ etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ila¢ etken

maddelerinin metabolitlerinin tayininde kullanilan yontemlerdir.

Bu islemlerin yapilabilmesi i¢in iyi karakterize edilmis, giivenilir sonuglarin elde
edilebilecegi tamamen gecerli analitik yontemlerin kullanilmasi veya gelistirilmesi
gereklidir. Her yeni gelistirilen yontemin validasyon sonuglari birbirinden bagimsizdir
(Riley ve Rosanske 1996; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Ahuya ve Scypinski
2001; Lunte ve Radzik 1996).

Yontem validasyonu analitik islemlerin istenilen kullanim i¢in uygunlugunu gésteren
parametrelerdir. Uygulanacak analitik islemler i¢in hangi tip validasyon
karakteristiklerinin kullanilacagi belirlenmelidir. Gelistirilen bir yoOntemin veya
parametrelerinde ufak degisiklikler yapilmis bir yontemin gecgerli olabilmesi i¢in
mutlaka gerekli validasyon testlerinin ve ilgili hesaplarin yapilmis olmast gereklidir
(Riley ve Rosanske 1996; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Snyder ve ark 1997;
Ahuya ve Scypinski 2001; Lunte ve Radzik 1996; Adamovics 1997; Braggio ve ark
1996; Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou 2004; Ermer 2001; Mc Dowell
1999).

Amerikan Farmakopesine (USP 24) gore validasyon, analizi yapilacak madde i¢in
gelistirilen analiz yonteminin secilen aralikta uygunlugunu, dogrulugunu, duyarligini,

tekrar edilebilirligini, saglamligini belirtmektedir.
2.2. 1. Validasyonun Genel Islemleri
1. Cihazin kontrolii ve validasyonu, (tiim donanim ve yazilimlar i¢in gecerlidir)

2. Gelistirilen yontemin gecerliligini kanitlamak i¢in veya gelistirilmis olan bir

yontemdeki parametrelerde yapilan degisikliklerden sonra yapilan validasyon,
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3. Cihaz ve ilgili yontem seg¢ildikten sonra ve validasyonlari yapildiktan sonra
ayirma yontemleri i¢in gerceklestirilen Sistem Uygunluk Testleri (SUT). Bu
testler FDA ve USP tarafindan onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma

tekniklerinde yontem gelistirmenin bir parcasini olusturan testlerdir.

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuar caligsmalari ile belirlenen ve istenen
analitik uygulamalar1 i¢in gerekli yOntem performans karakteristiklerinin
bulunmasidir. Performans karakteristikleri analitik parametreler cinsinden ifade edilir.
Bu parametreler hem in-vivo hem de in-vitro ¢aligmalarda kullanilan yontemler i¢in

gecerlidir.

Biyoanalitik yontemler; kan serum, plazma veya idrar gibi biyolojik sivilarda etkin
maddelerin veya metabolitlerinin; gaz kromatografi (GK), sivi kromatografisi (SK)
veya bunlarin SK-KS, GK-KS, SK-KS-KS, GK-KS-KS gibi kiitle spektrometrisi (KS)
ile kombinasyonlari, Elektrokimyasal ve Radyokimyasal yontemler gibi yontemlerle

miktar tayinlerini igerir.

2.2.2. Tipik Validasyon Karakteristikleri

2.2.2.1. Dogruluk (Accuracy; Geri Kazanim(Recovery))
2.2.2.2. Kesinlik (Precision)

2.2.2.3. Segcicilik (Selectivity, specificity)

2.2.2.4. Teshis Sinir1 (LOD)

2.2.2.5. Tayin Sinir1 (LOQ) veya tayin alt sinir1 (LLOQ)
2.2.2.6. Dogrusallik (Linearity)

2.2.2.7. Duyarlilik (sensitivity)

2.2.2.8. Calisma Aralig1 (Range)

2.2.2.9. Saglamlik (Robustness)

2.2.2.10. Tutarlilik (Ruggedness)

2.2.2.11. Stabilite (Ruggedness)
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2.2.2.1. Dogruluk (Geri Kazanim):

Analiz sonugu elde edilen degerin gercek degere yakinligmin Olgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi yapilacak
madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir. Bu ayni
zamanda biyolojik sivilardan tiiketmenin etkinligini de gosterir. Kullanilan
cihazlardan yapilan 6l¢iimlere dayali olarak hesaplanir. Biyolojik sivilarda ¢alisilirken

geri kazanimin % 100 olmas1 gerekmez.

Geri kazanim ¢alismalar1 en az 3 degisik derisim i¢in yapilir; algak (tayin alt sinirinda
veya yakin konsantrasyonunda), orta (¢alisma konsantrasyon araliginin ortasinda yer
alan bir konsantrasyonda) ve yliksek (¢alisma konsantrasyon araliginin {ist sinirlarinda
veya yakininda yer alan bir konsantrasyonda) derisim degerleri seclerek kullanilir.
Secilen her bir konsantrasyon i¢in minimum 5 tayin yapilmalidir. Bu tayinlerden
minimum 3 tanesi ortalama degerin % 15 inden daha fazla sapma gostermemelidir.

Tayin alt sinirindaki konsantrasyon i¢in bu sapma % 20 yi gegmemelidir.

Geri kazanim c¢aligmalari i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:

2.2.2.1.1. Referans standart ile karsilastirmak:

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢tim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra tliimii bir araya getirilir. Sonuglar referans
kabul edilen veya basilt olan bagka bir yontem sonuglari ile istatistiksel olarak
karsilastirilir. Bu karsilastirma iglemi igin student-t ve Fisher (F) testleri kullanilir.
Student-t testi ile iki yontemin ortalamalar1 arasindaki, F testi ile de standart sapmalari
arasindaki farklilik karsilastirilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri ¢izelgelerde verilen
teorik t ve F degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerlerin ¢izelgede yer alan
degerlerden kiigiik olusu gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen
yontem kadar hassas oldugunu gosterir. Sonuclarin ortalamalari, % bagil standart

sapma (%BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir.
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% BSS = 251100

X
GD - X
% BH = ———— x100
GD
GD: Gergek Deger
SS: Standart Sapma
X : Ortalama Deger
2.2.2.1.2. Kor matris ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlart gibi matris etkisi olan numunelerle ¢alisildigi zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrise degisik derisimlerde
eklenir. Bu matris ila¢ dozaj formlar i¢in (etken maddesiz) yardimci maddelerden,

pestisit kalintilar1 i¢in pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er Olglim yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil

standart sapma ve/veya % bagil hata (% BH) ile beraber verilir.

2.2.2.1.3 Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi:

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1 matris igerisinde yer alan ve
miktar1 bilinmeyen veya daha 6nce tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave edilir.
Asil numunedeki etken madde derisimi deney verilerinden matematiksel olarak
hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir yaklagimdir.
Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er defa analiz edilir.

Sonuglar ilave edilen ve Olgiilen madde miktarlar1 verilerek ifade edilir. Bu teknik,
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katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir.
Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile

beraber verilir.

2.2.2.2. Kesinlik:

Gelistirilen yontemin calisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin Ol¢iistidiir. Baska
bir ifade ile bir numuneye ayni yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in
bulunan sonuglarin birbirine yakinliginin bir olctlsiidiir. % BSS (Bagil Standart
Sapma) veya % VK (Varyasyon Katsayis1) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan her bir
derisim i¢in minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 tanesi % BSS olarak
teorik degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt sinirindaki
konsantrasyon i¢in (TAS) bu sapma % BSS olarak % 20 yi gegcmemelidir.

Kesinlik ii¢ kisimda diisiiniilmelidir. Tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik

(intermediate precision) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility).

2.2.2.2.1 Tekrarlanabilirlik:

Kisa zaman aralig1 igerisinde ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Analizi yapilacak maddenin ¢aligma ortamindaki ¢dzeltisi hazirlanir ve bu
cozeltilerden en az 10 Olglim yapilir (3040 O6lgiim tercih edilmelidir). Bu tekrar
edilebilirlik giin i¢i veya calisma sirasindaki kesinlik olarak da adlandirilir. Sonugta,

kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 1.0 olmalidir.

2.2.2.2.2 Orta-Kesinlik:

Orta kesinlik laboratuar i¢i deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir. Farkli
giinlerde, farkli analizciler veya farkli cihazlar kullanilarak saptanabilen degerlerdir.
Calismalar arasi, deneyler arasi veya giinler arasi kesinlik olarak tanimlanan bu deger
calismanin tam anlamda kesinligini belirtir. Bu kesinligi saglayan c¢alisma diger
kesinlik parametrelerini de saglamis olur. Analizi yapilacak maddenin ¢alisma

ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er
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Olclim, farkli giinlerde ve/veya farkli analizciler tarafindan ve/veya farkli cihazlarla
yapilir. Sonugta, orta kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve
%BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri 10-15e
kadar ¢ikabilmektedir.

2.2.2.2.3 Tekrar Elde Edilebilirlik:

Tekrar elde edilebilirlik Ozellikle ortak calisma yapan farkli laboratuarlarin
uygulamalar1 sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklari belirten bir kesinlik
derecesidir. Ozellikle yontem tek bicimliligi (standardizasyonu) calismalarinda
kullanilan bir kesinlik degeridir. Gelistirilecek yontem farkli laboratuarlarda da ayni
anda kullanilacaksa bu kesinligin hesaplanmasi ve degerinin raporda belirtilmesi
gerekir. Analizi yapilacak maddenin c¢alisma ortamindaki ¢o6zeltisi ayr1 ayn
laboratuarlarda, farkli zamanlarda ve farkli analizciler tarafindan (En az bir kag giin
ara ile yapilmalidir) hazirlanir ve bu ¢6zeltilerin her birinden en az 3’er 6lgiim yapilir.
Sonugta, tekrar elde edilebilirlik, dl¢giilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve
%BSS < 2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri 10-15°e
kadar ¢ikabilmektedir.

2.2.2.3. Segicilik:

Analizi yapilacak maddenin numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimci veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu kompleks numune karisimlarinin
analizinde girisim derecesinin de bir dl¢iislidiir. Etken madde yaninda safsizliklarin,
pargcalanma iriinlerinin, benzer kimyasal maddelerin veya plasebo bilesenlerin
bulundugu numune ile bulunmadiklar1 numunede yapilan miktar tayini analizlerde
etkin maddenin bulunan konsantrasyonlar1 arasindaki fark olarak ifade edilir.
Ozellikle stabilite tayini c¢alismalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir
parametredir. Segcicilik yeterli diizeyde degilse, yontemin dogrulugu, kesinligi ve

dogrusallig1 hakkinda bir siiphe uyanir.
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Secicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis testleri
ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Kiitle spektrometri ile birlestirilmis

yontemlerin kullanilmasi durumunda girisimin olmadig1 kabul edilir.

Secicilik 2 yolla saptanir:

1- Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasiligi bulunan maddelerin girigim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim giici” (Rg) degerlerine bakilir.

Bu deger ayirma yontemleri i¢cin Rs > 2,0 olmalidar.

2- Ayirma ydntemlerinde duyarl bir dedektdr secilebilir. Incelenecek bilesige cevap
verme yetenegine sahip olan dedektorler Elektrokimyasal veya Radyoaktivite
Dedektorleridir. Bu dedektorler belli maddelere duyarhidir ve baska maddelerin

girisim yapma ihtimalini yok ederler.

1. basamaktaki islem i¢in:

A- Biitiin bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler ayni anda
gelistirilen yoOntemle analiz edilir ve cevaptaki degisim incelenir. Ayirma
yontemlerinde bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler ayni anda

kolona etken madde ile birlikte enjekte edilir ve ayirim giicii degerlerine bakilir (R >

2,0 olmalidir).

B- Ilag dozaj sekillerinin yardimci maddeleri, analizi yapilan madde ile birlikte
gelistirilen yontemle analizlenir ve cevap incelenir. Ayirma yontemlerinde kolona

enjekte edilir ve R degerlerine bakilir (R > 2,0 olmalidir).

C- Maddenin %10-30’unu bozacak kadar siire, 0,1 N HCI (asit); 0,1 N NaOH (baz);
50 OC sicaklik; UV 15181 veya %3 likk H2O2 ¢ozeltisi ile etkilestirilir ve elde edilen
cozelti gelistirilen yontemle analiz edilir, ayirma yontemlerinde ise kolona enjekte

edilir. Sonugcta elde edilen kromatogramdaki piklerin R degerleri R > 2,0 olmalidur.
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D- Gelistirilen yontemin sartlarinda ufak degisiklikler olusturulur (pH, tampon, iyon
siddeti, sicaklik gibi). Bu degisiklikler sonucu cevapta bir farklilik olup olmadig,
ayirma yoOntemlerinde herhangi bir ilave pik olup olmadigi ve bunun madde pikini

etkileyip etkilemedigi saptanir.

E- Ayirma yontemlerinde kiitle spektrometrisi dedektorleri gibi duyarli ve hassas
tekniklerle veya DAD (Foto diyot dizisi) dedektorii ile degisik dalga boyunda deney

aninda taramalar yaparak herhangi ilave bir pik olup olmadigini kontrol edilir.

2.2.2.4. Teshis Simir1, Gozlenebilirlik Sinir1 (TS):

Analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt
konsantrasyondur. Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.
Dogrudan yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak

Sinyal/Giriiltii (signal/noise) oran1 3 olarak alinir.
Hesaplama yolu ile Teshis Sinir: saptanmasinda;
TS=3.3xSS/m

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS= Kor cozeltilerinde ( en az 5 adet) yodntem
uygulandiginda elde edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesigim

degerinin standart sapmasi, m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

SINYAL =30

GURULTU = 10

Sekil 2.10 . Teshis sinirin1 hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giliriiltii oran1 sekli
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2.2.2.5. Tayin Alt Simir1 (TAS):

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
tayin edilebilecegi, dogrusallik siirlari igerisine girmeyen veya kalibrasyon egrisinin
en alt derisimini olusturan konsantrasyon diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden

veya hesapla bulunabilir.

Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek TAS tespiti igin genel olarak

Sinyal/Giriiltii oran1 10 olarak alinir.

Hesaplama yolu ile Tayin Alt Siniri saptanmasinda;

TAS=10x SS/m

esitligi kullanilir. SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde
edilen sonuclarin veya y eksenindeki kesisim degerinin standart sapmasi, m= ilgili

kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

SS ve m degerleri TS esitliginde kullanilan degerlerle aynidir.

SINYAL = 100

I_‘

GURULTU =10

Sekil 2.11. Tayin alt hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giiriiltii oran1 sekli
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Biyolojik sivilarla g¢alisilirken TAS’m1 belirlemek i¢in asagidaki sartlarin yerine
gelmesi gerekir:

a-  Analitin TAS’daki derisimi i¢in cihazdan 6dlgiilen cevap kor igin Ol¢iilen cevabin
en az 5 kat1 olmalidir.

b-  Analit i¢in gozlenen pikin veya alinan cevabin tanimlanabilir ve diger girisim
yapma ihtimali bulunan maddelerden ayr1 olmasi gerekir ayrica % 20 kesinlik ve %

80—-120 dogrulukta tekrar edilebilir olmalidir.

2.2.2.6. Dogrusallik:

Derisime kars1 cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin diiz
bir ¢izgi ilizerinde yer almasidir. Egim (m), kesisim(n) ve korelasyon katsayist (r)
dogrusallig1 veren parametrelerdir. Bunlar analit derisiminin Olgiilen degerlere karsi
regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon
katsayist r= 0,999 ve iizerinde ise ve cevap degerleri ¢izilen dogrunun iizerinde yer

aliyorsa saglanmis demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok c¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin
hazirlanmas1 ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50
sinden diigiik ve iist sinir da %150 sinden yiiksek olacak aralikta secilmelidir. Bu 5
degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi gerekir.
Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica egim ve kesisim degerlerinin %BSS lar1

veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.

2.2.2.6.1 Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi):

Analitin bilinen derisimleri ile cihazlarda oOlgiilen degerler arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha once yapilan c¢alismalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinir1 ve
Tayin iist sinir1 derisimleri de dahil olmak {izere ¢alisma araliginda en az 5 derisim
icin (kor haric) cihazdan Olgiilen degerlere gore hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler

icin daha fazla standart derisimin se¢ilmesi uygun olur.
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Sekil 2.12. Kalibrasyon dogrusu (grafigi) ve esitligi

Biyolojik sivilarla calisilirken kalibrasyon egrisi olustururken asagidaki kriterlerin
yerine gelmesi gerekir:

a- Tayin alt sir derisiminden elde edilen cevaplar arasindaki sapma %20 den
fazla olmamalidir

b- Tayin alt sinir1 derisiminin disinda segilen standart derisimlerden elde edilen

cevaplardaki sapmalar % 15 den fazla olmamalidir.

2.2.2.7. Duyarhhk:

Duyarlilik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Pek
cok kitapta ayni zamanda tayin alt sinir1 olarak tanimlanmigtir. Tayin alt sinir1 ne

kadar kiiclikse yontem o derece duyarlidir.

2.2.2.8. Calisma Arahg:

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gegerli oldugu alt ve iist
sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle secilen
yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen

seviyede veya ona yakin dl¢iiliir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50 sinden
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diisiik ve %150 sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Hedef miktarin %350, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.

2.2.2.9. Saglamhk:

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme
kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziicii yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik gibi
etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki gilivenirliginin bir dl¢tisiidiir

ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.

Ornegin pH 3 de + 0,1 kadar bir degisim gosteren bir madde pH 4,5 da degismeden

ayn1 sonucu veriyorsa pH 4,5 ortam olarak se¢ilmelidir.

2.2.2.10. Tutarhhik:

Yontemin gercek kullanim kosullart altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in c¢alismanin: ayni laboratuarda farkli analizciler tarafindan; ayni
laboratuarda farkli cihazlar tarafindan; farkli laboratuarda gerceklestirilmesi; reaktif
ve ¢oziiciilerin markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi
gibi normal test sartlarinin degistirilmesi; ayirma yontemlerinde ayni marka ve

modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.

Orta kesinlikle de benzesmektedir. % BSS ile ifade edilir. Uluslararasi1 Uyum
Konferans1 (ICH= International Conferance on Harmonization) bunu yapilmasi kesin

olarak zorunlu iglemler grubuna dahil etmemistir.

2.2.2.11. Stabilite:

Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber yapilmasi tavsiye edilir.
Tekrar edilebilir ve gilivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in numunelerin, standart
maddelerin ve kullanilan ¢6ziiciilerin uygun bir siire (6rnegin 1 giin, 1 hafta, 1 ay veya

ne kadar siireye ihtiya¢ duyuluyorsa o kadar siire ) stabilitesini korumasi gereklidir.
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Etken maddenin stabilitesi oda sicakliginda ve en az 6 saat olarak
degerlendirilmelidir. Saklama siiresinin tamamlanmasindan sonra stabilite taze

hazirlanmis stok ¢ozelti ile karsilastirma yaparak tayin edilir.

Biyolojik numunelerde ilacin stabilitesi, onun saklama sartlari, kimyasal yapisi, matris
ve saklama kabiin bir fonksiyonudur. Stabilite olarak; numune toplama ve isleme
sirasinda, uzun siireli (belirlenen saklama sicakliginda), kisa siireli saklamalarda (oda
sicakliginda) ve dondurma - ¢o6zme isleminden sonra gelistirilen analitik yontem

uygulanarak tayin edilir.

Tiim stabilite caligmalarinda analitin, i¢inde analit ve girisim olmayan biyolojik sivi
icerisinde taze hazirlanmis stok ¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan numune setleri

kullanilir.

2.2.2.11.1. Dondurma c¢ozme stabilitesi: (Freeze and Thaw Stability):

Bu yolla yapilan stabilite ¢alismalarinda 3 dondurma ve ¢6zme siklusu kullanilir.
Diisiik ve yiiksek derisimlerde en az 3 c¢ozelti istenen sicaklikta 24 saat siireyle
dondurulur, sonra oda sicakliginda kendiliginden ¢oziilmesi beklenir. Tamamen
coziildiikten sonra numuneler ayni sartlarda 12-24 saat siireyle yeniden dondurulur.
Donma-¢6zme islemi 2 kez daha tekrarlanir ve 3. siklustan sonra tayin islemi yapilir.
Eger analit istenen saklama sartlarinda dayanikli degilse; stabilite i¢in numunenin 3

donma-¢6zme islemi i¢in — 70 °C kullanilir.

2.2.2.11.2. Kisa siireli stabilite (Short-term temperature stability):

Diistik ve yiiksek derisimlerdeki numuneler oda sicakliginda ¢oziiliir ve bu sicaklikta
4-24 saat araliginda tutulur (bu siire numunenin oda sicakligina gelmesi siiresine bagl
olarak degisir). Bu siirenin tamamlanmasindan sonra stabilite taze hazirlanmis stok

cozelti ile karsilagtirma yaparak tayin edilir.
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2.2.2.11.3. Uzun siireli stabilite (Long-term stability):

Bu stabilite, numunenin ilk toplandig: tarihten baglayarak son numune analizine kadar
gecen stlireyi kapsar. Bu islemde diisiik ve yiiksek derisimde en az {i¢ ¢6zeltinin ayni
kosullar altinda saklanmasindan sonra tayinleri yapilir. Numunelerin hacmi {i¢ ayr1
islemde kullanima yetecek kadar olmalidir. Stabilite hesabinda ilk toplandigi andaki

derisim ile son derisim arasinda kiyaslama yapilarak tayin edilir.

2.2.3. Yontem Validasyonu ile ilgili Calismalarin Sunumu:

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuar calismalari ile dogrulanmasi ve
sonuglarin deney validasyon raporlari olarak sunulmasi ile tamamlanir. Miiracaat

sirasinda hazirlanacak raporlar asagidaki bilgileri kapsamalidir:

a-  Ozet bilgi,

b-  Kullanilan yontem ile ilgili bilgiler,

c- Rutin numune analizlerine yontemin uygulanmasiyla elde edilen biyoanalitik
raporlar,

d- Diger bilgiler.
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2.3. Kullanilan Arag ve Gerecler

2.3.1. Deneylerde Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

a) Elektrokimyasal analizor : BAS 100 W
b) Deney hiicresi : Tek bolmeli voltametrik hiicre

c) Elektrotlar

a. Caligma elektrodu : Diamond elektrot (Windsor Scientific, England)
b. Yardimci elektrot : Platin tel elektrot (BAS MF 1032)
c. Karsilagtirma elektrodu : Ag/AgCl (3M KCI) (BAS MF 2052)

d) Manyetik karistirict — 1siticih : Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor
Technic)

e) Hassas terazi : Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG —-220
f)  UV-Vis spektrometresi: Shimadzu UV 1601

g) pH metre : Model 538 (WTW, Austria)

h) Kombine elektrot (cam elektrot-referans elektrot)

1)  FT-IR spektrometresi: Jasco-420

J)  Santrifiyj

k)  Ultrasonik banyo

1)  Cesitli boylarda pyrex® balonjoje, kapakli, hacmi belirli deney tiipleri, cam
havan, beherler, ¢esitli Olciilerde otomatik ve mikro pipetler, 6n islem i¢in kullanilan

BAS marka kahverengi yumusak yiizeyli parlatma pedleri

2.3.1.1. BAS 100 W Elektrokimyasal Analizor

Biitiin deneylerde Bioanalytical System Inc.’nin BAS 100 W elektrokimyasal
analizoérii kullanilmistir. Burada potansiyostat ve fonksiyon jeneratorii genel olarak
polarograflarda oldugu gibi esas kisimlardir. Bilgisayar teknolojisi ile desteklenerek
verim ve kullanim kolaylig1 arttirilmistir. Microsoft Windows® ile uyumlu sistem

yazilimi sayesinde cihazin kontrolii, veri toplanmasi ve bu verilerin degerlendirilmesi
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kolaylikla yapilmaktadir (Sekil 2.13). Bu cihaz, asagidaki tekniklerin kullanilmasina

olanak saglamaktadir.

a)
b)
©)
d)
¢)
f)

2
h)

)
k)

D

Doniistimlii Voltametri

Dogrusal Taramali Voltametri

Kronoamperometri

Kronokulometri

Normal Puls Voltametri ve Polarografisi
Diferansiyel Puls Voltametri ve Polarografisi
TAST Polarografisi

Barker Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi
Osteryoung Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi
Alternatif akim (ac) Voltametri ve Polarografisi
Faz Selektif ac Voltametri ve Polarografisi

2. Harmoni ac Voltametri ve Polarografisi

Ucgen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi
Diferansiyel Uggen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi
ac Direnci

Doéner Disk Elektrotla DTV

Hidrodinamik Modiilasyon Voltametrisi

Barker Kare Dalga Styirma Voltametrisi
Diferansiyel Puls Siyirma Voltametrisi

Dogrusal Taramal1 Styirma Voltametrisi

Osteryoung Kare Dalga Siyirma Voltametrisi

Elektrokapiler Egri Olgiimleri
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Sekil 2.13. BAS 100 W elektrokimyasal analiz cihazinin semasi
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2.3.1.2. Deney Elektrotlar:

Tim deneylerde calisma elektrodu olarak bor ile dope edilmis elmas elektrot
kullanilmustir. Bu elektrodun ¢ap1 6 mm, yiizey alani ise 28,27 mm?*dir. Yardimei
elektrot olarak platin tel elektrot (MW-1032) ve karsilastirma elektrodu olarak da
Ag/AgCl (MF 2052 BAS) elektrot kullanilmistir. Bu elektrotlarin goriiniimii Sekil

2.14° de verilmistir.

ey Pl
! e
Elmas elektrot Platin tel elektrot Ag/AgCl referans elektrot
(Windsor Scientific,England) (MW-1032) (MF-2052)

Sekil 2.14. Kullanilan deney elektrotlarinin sekli

2.3.1.2.1. Deney Elektrotlarimin On Islemleri

Tekrar edilebilir elektrot ylizeyi olusturabilmek amaciyla diamond c¢alisma
elektroduna basit bir 6n iglem uygulanmistir. Bu elektrot i¢in 6zel yapilmis yumusak
ylizeyli bir parlatma malzemesi iizerine az miktarda aliiminyum oksit (Al,O3) tozu
konup, distile suyla 1slatilarak elektrot yiizeyi dairesel hareketlerle parlatilmistir. En
iyi tekrar edilebilirligi saglamak i¢in tiim bu 6n islem degisik sayilarda tekrar edilerek
en uygun parlatma sayisi saptanmistir. On islem yapildiktan sonra parlatilan elektrot
distile suyla yikandiktan sonra temiz bir kurutma kagidi ile kurulanip deney hiicresine

alinmistir. Platin tel yardimer elektrot ile Ag/AgCl referans elektrot ise her deney
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sonrasinda, deney hiicresinden ¢ikarilarak distile suyla yikanip, kurutma kagidi ile

kurutularak deney hiicresine yerlestirilmistir.

2.3.1.3. Deney Hiicresi

Yapilan tiim deneylerde BAS 100 W elektrokimyasal analizore ait 6zel olarak
iiretilmis olan ve Sekil 2.15°de goriilen deney hiicresi kullanilmistir. Bu sistem 2000
mVs™"' hiza kadar olan gerilim tarama hizlarini yapabilmektedir. Cihaz; Gateway 2000
markali Pentium 166" islemcili, Windows 95 isletim sistemiyle calisan bir

bilgisayarla uyumlu kullanilmaktadir.

Sekil 2.15. BAS 100 W elektrokimyasal analizor deney hiicresi
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2.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Yapilan deneylerde kullanilan kimyasal maddelerden ileri gelebilecek safsizliklarin
deney sonuclarina yansimamasti i¢in kromatografik ve/ veya analitik saflikta kimyasal

maddeler kullanmilmistir.(Cizelge 2.1., Cizelge 2.2, Cizelge 2.3).

Cizelge 2.1. Kullanilan Standart Madde

Standart Madde Adi Uretici Firma Ad1

Zolmitriptan Astra Zeneca

Cizelge 2.2. Tayinlerde Uzerinde Calisilan Ilag Dozaj Formu ve Birim Doz Igerigi

Birim Doz
Madde Ad1 Miistahzar Adi Farmasotik Sekli )

Icerigi
Zolmitriptan Zomig Rapimelt® Hizli eriyen tablet 2.5mg

Cizelge 2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddenin Adi Uretici Firma Ad1
Siilfiirik Asit Merck
Hidroklorik Asit Merck
Sodyum Hidroksit Merck
Asetonitril Merck
Borik Asit Merck
Fosforik Asit Merck
Glasiyel Asetik Asit Merck
Sodyum dihidrojen fosfat Merck
Aliiminyum Oksit Merck
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2.4.1. Standart Maddelerin Saflik Kontrolleri

Saflik kontrolii amaciyla deneylerde kullanilan zolmitriptan’in UV ve IR spektrumlari
alimmigtir. Elde edilen sonuglar, firma tarafindan yollanan analiz sertifikasiyla da
uyumlu olup; temin edilen standartlarin bu ¢alismayi yiiriitebilecek 6zellikleri tasidigi

saptanmuigtir.

2.4.2. Voltametrik Analizlerde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.2.1. Standart Maddenin Stok Cozeltisi

Deneylerde kullanilan zolmitriptan’dan gerekli olan miktar (~ 0,029gram) hassas
sekilde tartilip, (100ml) distile su igerisinde 107 M derisimde stok cozelti

hazirlanmustir.

2.4.2.2. Serum Stok Cozeltisi

Bunun i¢in, 10 mlI’lik agz1 kapakli santrifiij tiipiine 3,2 ml insan serumu konulur. Insan
serumu iizerine, 5x10~ M’lik (~0,0144 gram zolmitriptan 10ml distile suda ¢oziilerek
hazirlandi) standart maddenin stok ¢ozeltisinden toplam hacimde 10° M olacak
sekilde (2ml 5x10° M’lik stok ¢dzelti) zolmitriptan ilave edilir. Uzerine 4,8 ml
asetonitril ilave edilerek serum proteinleri ¢oktiirtiliir. Cozeltinin iyice karigmasi ve
zolmitriptan ile serum numunesinin iyice etkilesmesini saglamak i¢in 30 dk siireyle
ultrasonik banyoda karigtirilir. Daha sonra 5000 rpm’de 20 dk siireyle santrifiij edilir,
boylece serum proteinlerinin ¢okmesi saglanir. Ustteki berrak ¢ozeltiden (107 M’hk
serum stogundan) gerekli miktarlarda (1ml) alinarak hacim 10 ml’ye destek elektroliti
ile tamamlanir (10 M’lik serum stogu elde edilir) ve deney hiicresine alinir. DPV ve
KDV egrileri standart zolmitriptan egrileri gibi kaydedilir. Caligmalarin sonunda elde
edilen kalibrasyon egrilerinden yararlanarak insan serumundan (herhangi bir ilag
kullanmayan ve onaylar1 alinmis saglikli kisilerden aliman serumdan) zolmitriptan’

geri kazanmak icin ylizde geri kazanim ¢aligsmalar1 yapilmastir.
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2.4.2.3. Destek Elektrolitleri

Elektrokimyasal olaylarda elektroaktif olan maddenin elektrot ylizeyine tasinma
basamaklarinin ayn1 anda olmamasi olay1 basitlestirmektedir. Bu tagima sistemleri
arasinda engellenmesi en kolay olan1 go¢ (migrasyon) olayidir. Bunun igin c¢aligilan
ortama kolayca iyonlasan bir tuz, elektrokimyasal ozellikleri incelenen
maddeninkinden ¢ok daha yliksek derisimlerde ilave edilir. Bu tuza ya da bu tuzu
iceren ¢oOzeltiye “destek elektroliti” adi verilir. Destek elektrolitinin derigimi
incelenen maddenin derisiminden 100 kat daha fazla olmalidir. Miktar tayini
calismalarinda ve kinetik incelemelerde analizi yapilacak maddeleri kolayca
cozebilen, uygun pH araligi saglayan ve oldukga diisiik akim veren c¢ozeltiler destek

elektroliti olarak se¢ilmistir.

Deneylerde destek elektroliti olarak 0,1 M H,SO4 ve 0,5 M H,SO4 yaninda degisik
yapida asidik ve bazik tampon c¢ozeltileri (fosfat, asetat ve Britton-Robinson

tamponlar1) kullanilmagtr.

2.4.2.4. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislan

Deneylerde siilfiirik asit ¢ozeltileri ve tampon ¢dzelti olarak, asetat, fosfat ve Britton—

Robinson tamponlar1 kullanilmastir.

Asetat tamponu i¢in 1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmig ve 5 M NaOH ile istenen pH

degerlerine ayarlanmistir. Bu tamponla pH 3,70 — 5,70 araliginda ¢aligilmistir.

Fosfat tamponu i¢in 0,2 M H3PO4, NaH,P04.2H,0 ve Na,HPO, ve Na3PO, ¢ozeltileri
hazirlanmis ve istenen pH’a uygun konjuge baz ¢ozeltileri ile ayarlanmistir. Bu

tamponla pH 2,00-8,05 araligindaki belli pH degerlerinde ¢alisilmistir.

Britton — Robinson tamponu i¢in; 2,47gram H3;BOs, 2,7ml derisik H;PO4 ve 2,3ml
glasiyel CH3COOH igeren 1000 mL ¢ozelti bidistile su kullanilarak hazirlanmis ve 5,0
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M NaOH c¢ozeltisi ile istenen pH degerine ayarlanmistir. Bu tamponla pH 2,20 —
12,01 araliginda calisilmistir.

2.4.2.5. Voltametrik Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

6 adet draje hassas olarak tartilmis (0,6030gram) ve bir havanda ince toz haline
getirilmistir. Bu tozdan 1x10° M zolmitriptan’a esdeger miktarda tam tartilmis
(~0,2888gram) ve balon jojede distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Ultrasonik
banyoda 45 dakika karistirilmis ve siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Sonunda elde
edilen berrak c¢ozeltiden uygun miktarda alinmis ve secilmis destek elektroliti (3,03
fosfat tamponu) ile tiipte gerekli hacime tamamlanmistir. Hazirlanan g¢ozeltilerin

standart ¢ozeltilerle ayni kosullarda voltamogramlar1 alinmustir.

2.4.2.6. Zolmitriptan I¢in Yapilan Geri Kazamim Cahsmalar

Calismada kullanilan zolmitriptan’in farmakopelerde bir karsilastirma yOntemi
olmadig1 igin tablet igerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini

anlamak amaciyla tabletlerden geri kazanim ¢alismalar1 yapilmstir.

Bu amagla belirli miktarda toz edilmis tablet (zolmitriptan miktar1 6nceden tayin
edilen) ve belirli miktarda saf madde karisimi belli bir hacimde distile su iginde
coziildiikten sonra tabletlere uygulanan islemler aynen bu ¢ozeltilere de uygulanmas,
tstteki berrak c¢ozeltiden kalibrasyon grafigi icerisinde yer alan bir derisime karsilik
gelen hacimde ¢ozelti alinmig ve destek elektroliti ile seyreltilip voltamogramlari
kaydedilmistir. Buradan da voltametrik deney sonucunda bu tartilan saf madde

miktarinin ne kadariin tayin edilebildigi hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Standart Maddenin Saflik Kontrolleri

Deneylerde kullanilan zolmitriptan’in UV ve IR spektrumlar1 alinmis ve bu boliimde

gOsterilmistir.

UV Spektrumu: 8x10” M zolmitriptan’in sulu ortamda 0,1 M HCI ile hazirlanan
¢ozeltisinin 200 - 400 nm dalga boylan arasindaki UV spektrumu alind1 ve Sekil

3.1.’de gosterilmistir.

IR Spektrumu: KBr diskine basilmis zolmitriptan’in 400 — 4000 cm™ arasindaki IR

spektrumu Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Sekil 3.1. 20 pg/mL derisimdeki Zolmitriptan’in UV Spektrumu
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3.2. Zolmitriptan Uzerindeki incelemeler

(Calisma maddesi olarak secilen zolmitriptan {izerinde doniisiimlii voltametri (DV),
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) teknikleri

kullanilarak farkli ortam ve pH degerlerinde kapsamli caligmalar yapilmistir.

BAS 100 W elektrokimyasal analizorii, bor ile dope edilmis elmas ¢aligsma elektrodu,
platin tel (MW 1032) yardimci elektrot ve Ag/AgCl (MF 2052) karsilastirma

elektrodu deneylerin tamaminda kullanilmistir.

Dontigiimlii voltametri teknigi ile degisik destek elektrolitleri, farkli tamponlar ve
farkli pH ortamlar1 igerisinde zolmitriptan’in elektrokimyasal davranisi yiikseltgenme

yoOniinde incelenmistir.

Zolmitriptan’in  farkli pH’lardaki elektrokimyasal yiikseltgenme yOniindeki
davranigini incelemek i¢in destek elektroliti olarak 0,1 M ve 0,5 M H,SO4, pH 2,20-
12,01 arasindaki Britton — Robinson tamponlar1 (BRT), pH 2,00 — 8,05 arasindaki
bazi pH degerlerindeki fosfat tamponlari ve pH 3,70 — 5,70 arasindaki asetat
tamponlar1 kullanilmistir. pH 3,03 fosfat tamponu, pH 3,70 asetat tamponu ve pH 3,04
BRT icinde ve degisik konsantrasyonlarda hiz c¢alismalari yapildiktan sonra
deneylerde analitik amaglar i¢in en uygun ortamin pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde

oldugu bulunmustur.

pH 3,03 fosfat tamponu, pH 3,70 asetat tamponu ve pH 3,04 BR tamponunda ve
degisik konsantrasyonlarda (4x10° M ve 1x10* M) hiz taramalar1 yapilarak maddenin
elektro yiikseltgenme davranisi incelendikten sonra ticari tabletler {izerindeki
uygulamaya ge¢ilmis ve bu amagla Astra Zeneca ila¢ firmasindan temin edilen ve her
biri 2,5 mg zolmitriptan igeren Zomig Rapimelt® adli ilag formiilasyonundan &rnekler

alinip tabletlerden miktar tayini ve % geri kazanim deneyleri yapilmustir.

Calismanin daha sonraki asamalarinda ise, insan kan serumu ornekleri temin edilmis

ve bu orneklere gelistirilen miktar tayini yontemleri uygulanmistir. In vitro ya da
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Ex-vivo olarak adlandirilan bu yontemle ilgili detayli agiklamalara ve hazirlanisa

boliim 2.4.2.2 ve 2.4.2.3’de yer verilmistir.

3.2.1. Zolmitriptan Uzerindeki Voltametrik Calismalar

Zolmitriptan’in voltametrik incelemesi, elmas elektrot ile doniisiimlii voltametri (DV),
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) teknikleri
kullanilarak yapilmstir.

3.2.1.1. Zolmitriptan’in Doniisiimlii Voltametri (DV) Calismalar

DV teknigi kullanilarak Zolmitriptan’in elmas elektrot ile 0,1 M ve 0,5 M H,SO4, pH
2,20 — 12,01 Britton — Robinson (BR) tamponlari, pH 2,00 — 8,05 fosfat tamponlari,
pH 3,70 — 5,70 asetat tamponlar1 iceren destek elektroliti igerisinde pH, hiz taramasi

ve mekanizma c¢aligmalarina yonelik incelemeler yapilmistir.

3.2.1.1.1. Zolmitriptan’m Fosfat Tampon Cézeltileri Icerisinde Yapilan

Doniisiimlii Voltametri Calismalar

Zolmitriptan’in fosfat tamponlari igerisindeki yiikseltgenme yoniindeki davraniglarini
incelemek i¢in pH 2,00; 3,03; 6,00; 7,00; 8,05 fosfat tamponlar1 kullanilmistir. pH
incelemelerinde 8x10°M derisimde calisilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi yapilarak
analitik degerlendirmeler icin uygun kosullarin saptanmasi ve destek elektroliti

cinsinin ve pH’1n reaksiyon {izerinde etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Zolmitriptan’m 8x10°M derisimi ile pH 2,00 - 8,05 araliginda bazi pH degerindeki

fosfat tamponlarindaki voltamogramlari Sekil 3.3.’de goriilmektedir.

Voltamogramlarda pH 2,00’de 970 mV dolaylarinda yayvan ve oldukca biiylik pik
gozlenirken 1300 mV ve 1435 mV’da daha kiigiik dalgalar gdzlenmistir. pH 3,03 de
bu pikler 950 mV, 1280 mV ve 1410 mV’da goézlenebilmistir. pH 6 ve 7’de bir biiyiik

pik ve kiiclik bir dalga gdzlenmis, pH 8,05 fosfat tamponu icerisinde ise, sadece
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670mV’°da yayvan ve belirgin tek bir pik gozlenebilmistir. Yapilan pH taramasi

sonucunda pH degeri arttikga goézlenen pik ve dalgalarin daha az potansiyellere

kaydig1 gozlenmistir. pH 2- 8,05 arasinda gozlenen potansiyel degerleri Cizelge

3.1°de verilmistir (Voltamogramlarda daha az pozitif potansiyelde yer alan asi/ pik,

digerleri dalga olarak isimlendirilmistir).
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Sekil 3.3. 8x10° M zolmitriptan’m pH 2,00 — 8,05 arasi fosfat tamponlar1 igerisindeki
voltamogramlar1. 1) pH 2,00; 2) pH 3,03; 3) pH 6,00; 4) pH 7,00; 5) pH 8,05.
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Cizelge 3.1. Fosfat tampon ¢ozeltileri icerisinde, 8x10™ M zolmitriptan’in degisik pH
degerlerinde DV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri
Pik 1.Dalga 2.Dalga
o Pik Akim o o
pH Potansiyeli (uA) Potansiyeli Potansiyeli
i
(mV) (mV) (mV)
2,00 970 1,774 1300 1435
3,03 950 2,66 1280 1410
6,00 810 1,99
1035 -
7,00 735 1,81
1020 -
8,05 670 1,38 - -
3.2.1.1.2. Zolmitriptan’in BRT Cozeltileri Icerisinde Yapilan Déniisiimlii

Voltametri Calismalari

Zolmitriptan’in  BR tampon c¢ozeltileri igerisindeki ylikseltgenme yoniindeki
davraniglarini incelemek i¢in pH 2,20; 3,04; 4,00; 5,04; 6,02; 6,98; 8,03; 9,01; 11,00;
12,01 BR tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. pH incelemelerinde 8x10°M derisimde
calisgtlmistir. Bu ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler igin
uygun kosullarin saptanmasi ve destek elektrolitin cinsinin ve pH’smin reaksiyon

ilizerinde etkisinin arastirilmasi1 amaclanmistir.

Zolmitriptan’m 8x10°M derisimi ile pH 2,20-12,01 BR tampon ¢ozeltileri

icerisindeki voltamogramlar1 Sekil 3.4a ve 3.4b’ de goriilmektedir.
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pH 2,20°de pik 980 mV dolaylarinda ve pH 2,20 ve pH 3,04 tamponlarinda asil pik
yaninda daha pozitif degerlerde iki dalga gozlenirken pH 4 degerinden sonra sadece
asil pik gozlenmis, dalgalar gozlenememistir. pH degeri arttikca potansiyel
degerlerinin daha az pozitif degerlere kaydigi goriilmistiir. Biitiin pH degerlerinde
geri doniis yonilinde (katodik yonde) bir dalga veya pike rastlanmamistir. Potansiyel

degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.4a. 8x10°M zolmitriptan’in pH 2,20 — 6,02 arasi BR tamponlari i¢erisindeki
voltamogramlari. 1) pH 2,20 ; 2) pH 3,04; 3) pH 4,00; 4) pH 5,04; 5) pH 6,02.




82

+ H 45
4 4 5
12 12 E
X k! X
1 2 3
| - I
. T I I ! ! . 8h ' ; ! ;
]f” T P PR B RS R . [T IV T N [ Y I |

+5 +§

15 15

.45 -45

.75 .75
05 4 A5 >
415 ' | | | 415 ' | | |

HE 4 A0 A6 2 42 HEo#4 HD AF 2 02

Potansiyel, V

Sekil 3.4b. 8x10°M zolmitriptan’in pH 6,98 — 12,01 aras1 BR tamponlari icerisindeki
voltamogramlari.1) pH 6,98 ; 2) pH 8,03; 3) pH 9,01; 4) pH 11,00; 5) pH 12,01.
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Cizelge 3.2. BR tampon ¢ozeltileri icerisinde, 8x10° M zolmitriptan’in degisik pH

degerlerinde DV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri.
Pik 1.Dalga 2.Dalga
Pik Akim
pH Potansiyeli (wA) Potansiyeli Potansiyeli
L
(mV) (mV) (mV)
2,20 980 2,171 1275 1420
3,04 967 2,808 1294 1435
4,00 986 2,083 - -
5,04 860 2,061 - -
6,02 792 1,931 - -
6,98 727 1,979 - -
8,03 685 1,972 - -
9,01 628 1,621 - -
11,00 613 0,83 - -
3.2.1.1.3. Zolmitriptan’in Asetat Tampon Cozeltileri Icerisinde Yapilan

Doniistiimlii Voltametri Calismalari

Zolmitriptan’in yiikseltgenme yoniindeki davranislart pH 3,70; 4,70 ve 5,70 asetat

tamponlar1 igerisinde incelenmistir. pH incelemelerinde 8x10°M derisimde

calisilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler igin

uygun kosullarin saptanmasi ve destek elektrolit cinsinin ve pH’sinin reaksiyon

izerinde etkisinin arastiritlmasi amaglanmistir.
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pH 3,70°de pik 935 mV’da gozlenirken 1253 mV’da kiigiik bir dalga goriilmiis, pH’1n
artmastyla bu degerlerin daha az pozitif potansiyellere kaydig1 ve pH 5,7’de sadece
pikin oldugu, dalganin kayboldugu goriilmiistiir. Zolmitriptan’in 8x10°M derisimi ile
pH 3,70 - 5,70 asetat tamponlarindaki voltamogramlar: Sekil 3.5’de goriilmektedir.
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Sekil 3.5. 8x10°M zolmitriptan’in pH 3,70 — 5,70 aras1 asetat tamponlar1 i¢erisindeki
voltamogramlar1. 1) pH 3,70 , 2) pH 4,70, 3) pH 5,70
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Cizelge 3.3. Asetat tamponu icerisinde, 8x10° M zolmitriptan’in degisik pH
degerlerinde DV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri.
Pik 1. Dalga 2. Dalga
o Pik Akim o o
pH Potansiyeli (uA) Potansiyeli Potansiyeli
w
(mV) (mV) (mV)
3,70 935 2,872 1253 -
4,70 875 2,663 1062 -
5,70 850 1,473
3.2.1.1.4. Zolmitriptan’in Siilfiirik Asit Cozeltileri ile Yapilan Doniisiimlii

Voltametri Calismalari

Zolmitriptan’in  siilfiirik asit c¢ozeltileri icerisindeki yiikseltgenme yoniindeki
davraniglarint incelemek icin 0,1M; 0,5M H,SOs ¢ozeltileri kullanilmigtir. pH
incelemelerinde 8x10° M derisimde calisilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi
yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun kosullarin saptanmasi ve siilfiirik asit

derisiminin ve pH’sinin reaksiyon iizerine etkisinin aragtirilmasi amaclanmistir.

Zolmitriptan’in 8x10°M derisimi ile 0,1 M; 0,5 M H,SO4 ¢ozeltilerindeki
voltamogramlar1 Sekil 3.6.’da goriilmektedir. Farkli H,SO4 derisimlerinde elde edilen
pik potansiyelleri ve bunlara karsilik elde edilen akimlar Cizelge 3.4’ de gosterilmistir.
0,1 M H,SOq4 ¢ozeltisi igerisinde 930mV’da pik, 1050mV, 1270mV ve 1420mV’da ii¢
tane dalga goriilmekte ve 0,5 M H,SO4 ¢ozeltisi igerisinde bu pikin 870mV’a kaydigi
ve dalgalarin (1040mV, 1260mV ve 1400mV’daki) ¢cok iyi gozlemlenmedigi

gorilmiistir.
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Sekil 3.6. 8x10° M zolmitriptan’m farkli asit derisimleri igerisindeki

voltamogramlari. 1) 0,1M 2) 0,5M

Cizelge 3.4. Siilfiirik asit ¢ozeltileri igerisinde, 8x10° M zolmitriptan’in farkli pH

degerlerinde DV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri.
Pik 1.Dalga 2.Dalga 3.Dalga
Pik Akimi s s .
pH Potansiyeli (1A) Potansiyeli| Potansiyeli Potansiyeli
T
(mV) (mV) (mV) (mV)
0,1 M 930 1,93 1050 1270 1420
0,5M 870 1,87 1040 1260 1400
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Akim degerinin oldukc¢a biiyiik oldugu ve en diizgiin pik sekillerinin elde edildigi
pH 3,03 fosfat tamponu, pH 3,7 asetat tamponu, pH 3,04 BR tamponlar icerisinde,
4x10° M ve 1x10* M zolmitriptan’in farkli tarama hizlarindaki egrileri

5-1000 mVs™ araliginda kaydedilmistir.

Bu deneylerden elde edilen sonuglara bakildigi zaman pH 3,03 fosfat tamponu i¢inde
4x107> M zolmitriptan derisiminde 5-1000 mVs™ araliginda hizin kara kokii ile akimin
dogrusal olarak arttig1 ve potansiyelin bu aralikta hiz artisiyla birlikte S1mV daha
pozitif potansiyel degerlerine kaydig1 goriilmiistiir, 1x10~*M zolmitriptan derisiminde

. 12
ise, v

- 1, 1liskisinin dogrusal olmakla beraber egrinin logy - logi, arasindaki egim
degerinin 0,5’e yakin oldugu ve potansiyelin bu aralikta hiz artistyla birlikte 54mV

daha pozitif potansiyel degerlerine kaydig1 goriilmiistiir.

Bu deneylerden elde edilen veriler Cizelge 3.5°de, 3.6’da, 3.7°de, 3.8’de, 3.9°da,
3.10’da  gosterilmistir. Bu deneylere ait voltamogram da Sekil 3.7a’da, 3.7b’de;
3.8a’da, 3.8b’de; 3.9a’da, 3.9b’de; 3.10a’da, 3.10b’de; 3.11a’da, 3.11b’de ve 3.12a’da

ve 3.12b’de verilmistir.



Cizelge 3.5. 4x10°M zolmitriptan’m pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde 5-1000 mVs"
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tarama hizlar1 elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

1

Tarama hiz1

(mV.s™) 1?2 i, (uA) | Ep (mV) logy logi,
5 2,236 0,349 900 0,699 - 0,457

10 3,162 0,523 917 1,000 20,282
25 5,000 0,871 924 1,397 - 0,060

50 7,071 1,206 929 1,699 0,081

100 10,000 1,389 929 2,000 0,143

250 15,811 2,100 943 2,398 0,322

500 22,361 2,98 946 2,699 0,464

750 27,386 3,26 939 2,875 0,513

1000 31,623 3,826 951 3 0,583
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Akim, pA

P0tans1§7el \%
Sekil 3.7a. 4x10° M zolmitriptan’in pH 03’ fosfat tamponu igerisinde 5-100 mVs™

tarama hizlar1 arasinda elde edilen dontistimlii voltamogramlar.

1)5mVs™; 2) 10mVs'; 3)25mVs™; 4) 50 mVs™; 5)100 mVs™

Akim, pA

+1.8

Potansiyel, V
Sekil 3.7b. 4x10° M zolmitriptan’in’ pH 3,03 fosfat tamponunda 250-1000 mVs™"

tarama hizlar arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs™
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Cizelge 3.6. 1x10™*M zolmitriptan’mn pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde 5-1000 mVs™

tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

Tarama
12 . .
bz v i, (LA) | Ep (mV) logv logi,
(mV.s™)

5 2,236 0,680 914 0,699 -0,168
25 5,000 1,456 932 1,397 0,163
50 7,071 2,142 937 1,699 0,331
100 10,000 3,061 940 2,000 0,486
250 15.811 4,753 950 2,398 0,667
500 22,361 6,322 959 2,699 0,801
750 27,386 7,580 957 2,875 0,880
1000 31,623 8,344 968 3 0,911
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Akim, pA

r T T T T T T T T
+1.=2 +1.4 +1.0 +I.5 +a.2 -0.2

Potansiyel, V
Sekil 3.8a. 1x10*M zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde 5-100 mVs™
tarama hizlar1 arasinda elde edilen dontistimlii voltamogramlar.

1) 5mVs™; 2)25mVs™; 3) 50 mVs™; 4) 100 mVs™!

Akim, nA

Potansiyel, V

Sekil 3.8b. 1x10*M zolmitriptan’m pH 3,03 fosfat tamponunda 250-1000 mVs™"
tarama hizlar1 arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs'™'
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pH 3,7 asetat tamponu icerisinde 4x10°M zolmitriptan derisiminde 5-1000 mVs™
araliginda hizin kara kokii ile akimin dogrusal oldugu ve potansiyelin bu aralikta
63mV daha pozitif potansiyel degerlerine kaydigi, 1x10*M zolmitriptan derisiminde
ise, hizin kara kokii ile akim iligkisinin dogrusal olmakla beraber egrini logv - logi,
arasindaki egim degerinin 0,5’¢ yakin oldugu ve potansiyelin bu aralikta hiz artisiyla

birlikte 54 mV daha pozitif potansiyellere kaydig: goriilmiistiir.

Cizelge 3.7. 4x10°M zolmitriptan’mn pH 3,70 asetat tamponu igerisinde 5-1000 mVs™

tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

Tarama hizi
(mV.s™) 2 i, (uA) | Ep (mV) logy logi,
5 2,236 0,358 885 0,699 - 0,446
10 3,162 0,5097 901 1,000 - 0,293
25 5,000 0,826 908 1,397 - 0,083
50 7,071 1,101 913 1,699 0,042
100 10,000 1,648 920 2,000 0,217
250 15,811 2,541 932 2,398 0,405
500 22,361 3,909 939 2,699 0,592
750 27,386 4,576 938 2,875 0,661
1000 31,623 6,008 948 3 0,779
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+=2

Akim, pA

-12 T T T T T T T T T
+1.2 +1.4 +1.0 +1.5 +1.2 -0, 4

Potansiyel, V
Sekil 3.9a. 4x10°M zolmitriptan’in pH 3,70 asetat tamponu igerisinde 5-100 mVs™"
tarama hizlar1 arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1) 5; 2) 10; 3) 25;

4)50; 5)100 mVs™

Akim, pA

Potansiyel, V

Sekil 3.9b. 4x10°M zolmitriptan’mn pH 3,70 asetat tamponunda 250-1000 mVs™
tarama hizlar arasinda elde edilen dontistimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs™
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Cizelge3.8. 1x10™* M zolmitriptan’in pH 3,70 asetat tamponu icerisinde 5-1000 mVs™

tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

Tarama hiz1

(mV.s™) ! 1, (nA) | Ep(mV) logv logi,
5 2,236 0,594 895 0,699 - 0,226

10 3,162 0,851 901 1,000 - 0,070

25 5,000 1,346 911 1,397 0,129

50 7,071 1,810 916 1,699 0,258

100 10,000 2,492 923 2,000 0,397

250 15,811 4,161 935 2,398 0,619

500 22,361 7,054 944 2,699 0,848

750 27,386 7,595 947 2,875 0,881
1000 31,623 9,583 949 3 0,982




Akim, pA
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Potansiyel, V

Sekil 3.10a. 1x10*M zolmitriptan’in pH 3,70 asetat tamponu igerisinde 5-100 mVs™"
tarama hizlar1 arasinda elde edilen dontigiimlii voltamogramlar.

1) 5;2) 10; 3) 25; 4)50; 5)100 mVs™

Akim, pA

Potansiyel, V

Sekil 3.10b. 1x10*M zolmitriptan’m pH 3,70 asetat tamponunda 250-1000 mVs™
tarama hizlar arasinda elde edilen dontistimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs™
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pH 3,04 BR tamponu icerisinde 4x10°M zolmitriptan derisiminde 5-1000 mVs™
araliginda hizin kara kokii ile akimin dogrusal oldugu ve potansiyelin bu aralikta
72mV daha pozitif potansiyel degerlerine kaydigi, 1x10*M zolmitriptan derisiminde
ise, hizin kara kokii ile akim iligkisinin dogrusal olmakla beraber egrini logv - logi,
arasindaki egim degerinin 0,5’¢ yakin oldugu ve potansiyelin bu aralikta hiz artisiyla

birlikte 74 mV daha pozitif potansiyellere kaydig: goriilmiistiir.

Cizelge 3.9. 4x10°M zolmitriptan’in pH 3,04 BR tamponu igerisinde 5-1000 mVs™'

tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

Tarama
12 . :
hizi v i, (nA) | Ep (mV) logv logi,
(mV.s™
5 2,236 0,402 930 0,699 - 0,396
10 3,162 0,5997 946 1,000 - 0,222
25 5,000 0,913 959 1,397 - 0,040
50 7,071 1,237 961 1,699 0,092
100 10,000 1,852 966 2,000 0,268
250 15,811 2,780 981 2,398 0,444
500 22,361 3,690 992 2,699 0,567
750 27,386 4,175 988 2,875 0,621
1000 31,623 4,799 1002 3 0,681
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Akim, pA

-4.8 i T T T T T T T T
+1.8 +1.4 +1.0 0.5 0.2 -0.

Potansiyel, V
Sekil 3.11a. 4x10° M zolmitriptan’in pH 3,04 BR tamponu igerisinde 5-100 mVs™"

tarama hizlar arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1) 5; 2) 10; 3) 25;

4) 50; 5)100 mVs™

Akim, pA

-3z y y " " y
+1.=2 —+1.4 —+1.0 .5 +a.2 -0z

Potansiyel, V

Sekil 3.11b. 4x10°M zolmitriptan’m pH 3,04 BR tamponunda 250-1000 mVs'
tarama hizlar1 arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs™



Cizelge 3.10. 1x10™*M zolmitriptan’in pH 3,04 BR tamponu igerisinde 5-1000 mVs
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tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel ve akim degerleri.

1

Tarama
12 . .
hiz1 % i, (uA) | Ep (mV) logv logi,
(mV.s™)
5 2,236 0,622 938 0,699 - 0,206
10 3,162 0,995 949 1,000 - 0,002
25 5,000 1,703 956 1,397 0,231
50 7,071 2,294 961 1,699 0,361
100 10,000 2,613 968 2,000 0,417
250 15,811 4,867 983 2,398 0,687
500 22,361 6,777 992 2,699 0,831
750 27,386 8,156 1002 2,875 0,912
1000 31,623 9,954 1012 3 0,998
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+1

Akim, pA

-g u T T T T
| I | |
+1.2 +1.4 +1.0 +0.5 +0.2 -0.2

Potansiyel, V
Sekil 3.12a. 1x10*M zolmitriptan’mn pH 3,04 BR tamponu igerisinde 5-100 mVs™
tarama hizlar1 arasinda elde edilen doniigiimlii voltamogramlar. 1) 5; 2) 10; 3) 25;

4) 50; 5)100 mVs™

+10

Akim, pA
g

-40
+1.2

Potansiyel, V

Sekil 3.12b. 1x10*M zolmitriptan’m pH 3,04 BR tamponunda 250-1000 mVs™
tarama hizlar1 arasinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar. 1)250; 2)500; 3)750;

4)1000 mVs™
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Degisik ortamlarda hiz ¢alismalar1 yapildiktan sonra en diizgiin pik sekillerinin elde
edildigi pH 3,03 fosfat tamponu zolmitriptan ¢aligmalar1 i¢in en uygun ortam olarak

secilmis ve diger caligmalar bu ortamda yapilmustir.

Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin kaymasi

reaksiyonun geri doniisiimsiiz oldugunu gostermektedir.

Hizin karekokiiniin akim ile dogrusal olarak degistizi 5 — 1000 mVs' tarama
hizlarinda gerekli hesaplamalar yapildigi zaman dogru denklemleri (4x107° M
konsantrasyonda zolmitriptan’in 3 farkli ortam i¢in) ;

i, (WA) =0,1143 v"* (mVs")+ 0,243 (1:0,9933;n:9)  pH:3,03 fosfat tamponu
i, (LA) =0,1829 V2 (mVs!)+0,147  (r: 0,9913 ; n: 9) pH:3,7 asetat tamponu

i, (WA) =0,1494 v'* (mVs ") + 0,202 (r:0,9932;n:9)  pH:3,04 BR tamponu
olarak bulunmustur.

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun diflizyon kontrollii oldugunu
gdstermektedir (Sekil 3.13.a). 4x10~° M derisimdeki, ayn1 hiz araligindaki logv — logip
grafigi (Sekil 3.13.b) ve denklemi incelenince bulunan eg§im degerinin sirasiyla 0,47;
0,52; 0,47 olmast reaksiyonun her ii¢ ortamda da diflizyon kontrollii oldugu bir
sistemi gostermektedir. (Laviron, E.,ve ark. 1980 ; Greef, R. ve ark. 1990).

Elde edilen dogru denklemleri;

Log i, (nA) = 0,4698 logv (mVs')—0,912 (r:0,9834 ;n: 9) pH:3,03fosfat tamponu

Log i, (nA) = 0,5207 logv (mVs')— 0,820 (r: 0,9980 ; n: 9) pH:3,7 asetat tamponu

Log i, (nA) = 0,4652 logv (mVs')—0,695 (r:0,9973 ;n:9) pH:3,04 BR tamponu
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Yukaridaki calismalar 1x10™ M zolmitriptan derigimi i¢in her ii¢ ortamda

yapildiginda asagidaki dogru denklemleri elde edilmistir:

i, (WA) =0,2647 v'* (mVs")+0,272 (r:0,9954 ;n:9)  pH:3,03 fosfat tamponu
i, (LA) =0,3026 V2 (mVsT?) +0,248  (r: 0,9906 ; n: 9) pH:3,7 asetat tamponu

i, (WA) =0,3072 v'* (mVs ') + 0,034 (r:0,9958 ;n:9)  pH:3,04 BR tamponu
Elde edilen dogrusallik bize reaksiyonun difiizyon kontrollii oldugunu gdstermektedir
(Sekil 3.14.a). Ayn1 hiz araligindaki logv — logip grafigi (Sekil 3.14.b) ve denklemi
incelenince bulunan egim degerinin sirastyla 0,48; 0,52; 0,50 olmas1 reaksiyonun her
ii¢c ortamda da difiizyon kontrollii oldugu bir sistemi gdostermektedir. (Laviron, E.,ve
ark. 1980 ; Greef, R. ve ark. 1990).

Elde edilen dogru denklemleri;

Log i, (nA) = 0,4784 logv (mVs')— 0,493 (r: 0,9985 ; n: 9) pH:3,03fosfat tamponu
Log i, (LA) = 0,5221 logv (mVs™') = 0,606 (r: 0,9960 ; n: 9) pH:3,7 asetat tamponu
Log i, (LA) =0,5010 logv () — 0,519  (r: 0,9932 ; n: 9) pH:3,04 BR tamponu

olarak bulunmustur.

(Saf diflizyon kontrollii oldugu zaman ve ¢ozeltinin bu madde i¢in ideal oldugu

durumlarda egim 0,5 , saf adsorbsiyon kontrolli oldugu zaman ve kullanilan

elektrodun o olay i¢in ideal oldugu durumlarda egim 1 olur) (Laviron, E., 1980).
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ip, pA

0,8

0,6 b

0,4

0,2

0,0

Log ip, pA
@)

-0,2

-0,6 T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Logv,mV.s™

Sekil3.13. 4x10°M zolmitriptan’mn pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde 5-1000 mVs™

172

tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlara ait a) v’ — ip ve

b) logv — logip grafikleri
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ekil3.14. 1x10*M zolmitriptan’m pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde 5-1000 mVs™
p

12

tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlara ait a) v — ip ve

b) logv — logip grafikleri
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ip, p

1,0

0,8 4 b e

0,4
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Logip, pA
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-0,4
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Logv,mV.s™

Sekil3.15. 4x10°M zolmitriptan’mn pH 3,70 asetat tamponu igerisinde 5-1000 mVs™

1/2

tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlara ait a) v'* — ip ve

b) logv—logip grafikleri
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A

1p, p
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v ,mV.s1

1,2

0,8

0,6
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Log ip, pA
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Sekil 3.16. 1x10~*M zolmitriptan’mn pH 3,70 asetat tamponu icerisinde 5-1000 mVs™
tarama hizlarinda elde edilen déniisiimlii voltamogramlara ait a) v'> — ip ve

b) logv — logip grafikleri



106

A

1p, p

12 -
v o, mV.s !

0,8

0,6

0,4 +

Logip, pA

-0,4

-0,6 T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Logv,mV.s"

ekil 3.17. 4x10°M zolmitriptan’in pH 3,04 BR tamponu igerisinde 51000 mVs™'
p p

12

tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlara ait a) v'* — ip ve

b) logv — logip grafikleri
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ekil 3.18. 1x10™*M zolmitriptan’in pH 3,04 BR tamponu igerisinde 5-1000 mVs™
p p

12

tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlara ait a) v'“ — ip ve

b) logv — logip grafikleri



108

3.2.1.1.5.Zolmitriptan i¢in Elde Edilen Mekanizma Verilerinin Degerlendirilmesi

Zolmitriptan i¢in ¢alisilan biitiin ortamlardan elde edilen egrilerin geri doniislerinde
pik gorilmemesi ve pik potansiyellerinin hiz ile beraber degismesi olayin secilen

ortamlarda geri doniisiimsiiz oldugunu gostermektedir.

Secilen ortamlarda, degisik tarama hizlarinda DV egrileri kaydedilmis ve bunlarla
ilgili gerekli degerlendirmeler yapilmigtir (pH 3,03 fosfat, pH 3,70 asetat ve pH 3,04
BR tamponu i¢in). Bunlar i¢inde zolmitriptan i¢in en uygun ortamin pH 3,03 fosfat

olduguna karar verilmis ve calismalar bu ortamda siirdiiriilmiistiir.

pH 3,30 fosfat tamponu igerisinde yapilan degisik tarama hizlarinda elde edilen

degerlendirmeler sonucunda reaksiyonun difiizyon kontrollii oldugu diisiiniilmektedir.

Mekanizma degerlendirmelerine 11k tutmasi agisindan zolmitriptan’in elmas elektrot
ile karali hal kinetigini incelemek i¢in pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde 5 mVs™
tarama hizinda elde edilen voltamogramlardan yararlanilarak Tafel grafigi ¢izilmistir
(Yildiz ve Geng, 1993 ; Kissinger ve Heineman, 1996). Tafel grafigi i¢in kullanilan
veriler Cizelge 3.11°de ve bu verilere karsilik gelen Tafel egrisi de Sekil 3.19°da

verilmistir. Dogrusal bolgenin (720mV — 905mV) egiminden o, hesaplanmistir.
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POTANSIYEL, V

Sekil 3.19. 1x10°*M zolmitriptan’n 5SmVs ' tarama hizinda pH 3,03 fosfat
tamponunda elde edilen Tafel egrisi
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Cizelge 3.11. pH 3,03 fosfat tamponunda 5 mVs™ tarama hizinda potansiyele karsilik
pik akimi degerleri

Potansiyel, V Log 1, (LA)

0,72 -6,4693
0,725 -6,4693
0,73 -6,4713
0,735 -6,4614
0,74 -6,4133
0,745 -6,3468
0,75 -6,3336
0,755 -6,3165
0,76 -6,2867
0,765 -6,2813
0,77 -6,2188
0,775 -6,1742
0,78 -6,1545
0,785 -6,1329
0,79 -6,0819
0,795 -6,0603

0,8 -6,0126
0,805 -5,9778
0,81 -5,9432
0,815 -59173
0,82 -5,8762
0,825 -5,8491
0,83 -5,8134
0,835 -5,7882
0,84 -5,7593
0,845 -5,7274
0,85 -5,7074
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0,855 -5,6796
0,86 -5,6594
0,865 -5,6386
0,87 -5,6165
0,875 -5,6009
0,88 -5,5824
0,885 -5,5694
0,89 -5,5556
0,895 -5,5427
0,9 -5,5310
0,905 -5,5294

pH 3,03 fosfat tamponunda Tafel degerleri hesaplanirken pikin gorildiigi
0,720 — 0,905 V arasindaki secilmis potansiyeller akima kars1 grafige gecirildiginde;

is(LA)=5,75Ep-10,63  1=0,9935, (n=38)

Buradan 0,=0,34; [y=2,34x 107'"" A/em? olarak bulunmustur.
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3.2.1.2. Zolmitriptan’in DPV calismalan

DPV teknigi ile ¢alisabilmek ic¢in dnce en uygun kosullar saptandi. Bunun i¢in pH
3,03 fosfat tamponu igerisindeki 8x10°M zolmitriptan ¢ozeltileri kullanilmustir. Elde

edilen parametreler asagidaki gibi belirlendi:

Puls genligi; 50mV, tarama hizi; 20 mVs™, érnek genisligi; 17 milisaniye, puls

periyodu; 200 milisaniye.

Elmas elektrot kullanilarak 0,1 M ve 0,5 M H,SO4 , pH 2,00 — 8,05 fosfat tamponlari,
pH 2,20 — 12,01 BR tamponlart ve pH 3,70 — 5,70 asetat tamponlar1 icerisinde
calisilmistir. Biitlin sekiller DPV teknigine ait yukarida belirtilen parametrelerle elde

edilmistir.

3.2.1.2.1. Zolmitriptan’in Fosfat Tampon Cozeltileri ile Yapilan DPV

Cahismalanr

pH 2,00 — 8,05 arahigindaki pH degerindeki fosfat tamponu igerisinde 8x10°M
zolmitriptan derisimlerinde calisilmis ve elde edilen voltamogramlar Sekil 3.20°de
verilmigtir. DV ¢alismalart ile paralellik saglayabilmek icin gerekli hesaplamalar
8x10°M derisimi tizerinden verilmistir. Bu sekillerde pH arttikca potansiyelin daha az
pozitif potansiyellere kaydigir goriilmiistiir. pH 2,00 — 8,05 arasindaki potansiyel
degerleri Cizelge 3.12°de verilmistir
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Sekil 3.20. 8x10°M zolmitriptan’m pH 2,00 — 8,05 arasi fosfat tamponlari
icerisindeki DP voltamogramlari. 1) pH 2,00; 2) pH 3,03; 3) pH 6,00; 4) pH 7,00;
5) pH 8,05.
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Cizelge 3.12. Fosfat tamponu icerisindeki, 8x10°M zolmitriptan’mn degisik pH

degerlerinde DPV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri
Pik 1.Dalga 2.Dalga
Pik Akimi
pH Potansiyeli (hA) Potansiyeli Potansiyeli
T
(mV) (mV) (mV)
2,00 916 2,160 1252 1334
3,03 892 2,76 1230 1330
6,00 743 2,445
7,00 668 1,81
8,05 604 1,94 - -
3.2.1.2.2. Zolmitriptan’m BR Tampon Cézeltileri Icerisinde Yapilan DPV
Cahsmalan

Zolmitriptan’in bu ortamda DPV teknigi ile yapilan incelemeleri i¢in pH 2,20; 3,04;
4,00; 5,04; 6,02; 6,98; 8,03; 9,01; 11,00; 12,01 BR tampon ¢dzeltileri kullanilmastir.

pH incelemelerinde 8x10°M derisimde calisilmistir. Degisik pH degerinde DPV

teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

Cizelge 3.13°de gosterilmistir.

Zolmitriptan’m 8x10°M derisimi ile pH 2,20-12,01 BR tampon ¢ozeltileri

icerisindeki voltamogramlar1 Sekil 3.21a ve 3.21b.’de goriilmektedir. Sekillerden de

goriildiigi gibi pH artis1 ile pik potansiyel degerleri daha az pozitif potansiyellere

kaymaktadir.
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Sekil 3.21a. 8x10°M zolmitriptan’in pH 2,20 — 6,02 aras1 BR tamponlari igerisindeki
DP voltamogramlari. 1) pH 2,20 ; 2) pH 3,04; 3) pH 4,00; 4) pH 5,04; 5) pH 6,02.
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Sekil 3.21b. 8x10°M zolmitriptan’m  pH 6,98 — 12,01 arast BR tamponlari
icerisindeki DP voltamogramlari. 1) pH 6,98 ; 2) pH 8,03; 3) pH 9,01, 4) pH 11,00; 5)
pH 12,01
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Cizelge 3.13. BR tampon ¢ozeltileri icerisinde 8x10°M zolmitriptan’n degisik pH
degerinde DPV teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik

potansiyeli degerleri.

Pik 1.Dalga 2.Dalga
o Pik Akim o o
pH Potansiyeli (uA) Potansiyeli Potansiyeli
i
(mV) (mV) (mV)
2,20 916 2,264 1247 1360
3,04 900 2,820 1241 1372
4,00 864 2,685 - -
5,04 800 2,332 - -
6,02 736 2,267 - -
6,98 672 2,092 - -
8,03 612 1,730 - -
9,01 560 1,370 - -
11,00 564 0,520 - -
3.2.1.2.3. Zolmitriptan’imn Asetat Tampon Cozeltileri ile Yapilan DPV
Cahsmalan

Zolmitriptan’in asetat tamponu icerisinde DPV teknigi ile yapilan incelemeleri igin
pH 3,70; 4,70 ve 5,70 asetat tamponlar1 secilmistir. pH incelemelerinde 8x10°M

derisimde ¢alisilmistir.
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Zolmitriptan’m 8x10°M derisimi ile pH 3,70 - 5,70 asetat tamponlarindaki DP
voltamogramlart Sekil 3.22.°de goriilmektedir. Bu ortamda da pH ile pik
potansiyelinin daha az pozitif potansiyellere kaydig1 gozlenmektedir.(Cizelge 3.14)
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Sekil 3.22. 8x10°M zolmitriptan’m pH 3,70 — 570 arasi asetat tamponlari
icerisindeki DP voltamogramlari. 1) pH 3,70, 2) pH 4,70, 3) pH 5,70

Cizelge 3.14. Asetat tamponu igerisinde, 8x10°M zolmitriptan’in degisik pH
degerinde DPV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri
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Pik 1.Dalga 2.Dalga
Pik Akimi
pH Potansiyeli (hA) Potansiyeli Potansiyel
[ .
(mV) (mV) 1 (mV)
3,70 876 2,953 1192 -
4,70 820 2,570 1132 -
5,70 764 2,180
3.2.1.2.4. Zolmitriptan’in Siilfiirik Asit Cozeltileri ile Yapilan DPV Calismalan

Zolmitriptan’in farkli derisimlerdeki (0,1M; 0,5M) H,SO4 ¢ozeltileri kullanilmistir.
Zolmitriptan’in 8x10° M derisimi ile 0,1 M; 0,5 M H;SO, c¢ozeltilerindeki

voltamogramlart Sekil 3.23.’de goriilmektedir. Farkli pH degerlerindeki H,SO4

icerisinde elde edilen pik potansiyelleri ve bunlara karsilik elde edilen akimlar Cizelge

3.15.”de gosterilmistir.

Akim, pA

-0.2

B —
+1.5 +1.4

+1

T T T
.0 +0.6

+0.2

Potansiyel, V

Sekil 3.23. Zolmitriptan’in 8x10° M derisimi ile 0,1 M ve 0,5 M H,SOq4
cozeltilerindeki DP voltamogramlari. 1) 0,1 M 2) 0,5 M H,SOg4

Cizelge 3.15. Siilfiirik asit ¢ozeltileri igerisinde, 8x10° M zolmitriptan’m farkli pH

degerinde DPV teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik

potansiyel degerleri.
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2.Dalga
Pik Potansiyeli | Pik Akim 1.Dalga o
pH o Potansiyeli
(mV) (HA) Potansiyeli (mV)
(mV)
0,1 M H,SO4 872 1,900 1237 1365
0,5 M H,SO4
822 1,960 1240 1350

3.2.1.3. Zolmitriptan’in Kare Dalga Voltametri (KDV) Calismalar:

KDV teknigi i¢in O6nce parametrelerin optimizasyon calismalar1 yapildi. Bunun i¢in
pH 3,03 fosfat tamponu igerisindeki 8x10°M zolmitriptan ¢ozeltileri kullanildi. Step
E (potansiyel basamak) degerleri; 2 — 10 mV araliginda, kare dalga yiiksekligi; 10-50
mV araliginda degistirilerek voltamogramlari alindi. En uygun parametre olarak, kare
dalga genisligi 25 mV, kare dalga frekans1 15 Hz, numune nokta sayis1 256 olarak
bulundu. Elmas elektrot kullanilarak 0,1 M ve 0,5 M H,SO4, pH 2,20 — 12,01
Britton — Robinson (BR) tamponlari, pH 2,00 — 8,05 arasinda baz1 pH degerindeki
fosfat tamponlar1 ve pH 3,70 — 5,70 asetat tamponlar1 igeren destek elektrolitleri
ortaminda calhisilmistir. Biitlin sekiller KDV teknigine ait yukarida belirtilen

parametrelerle elde edilmistir.

3.2.1.3.1. Zolmitriptan’n Fosfat Tampon Cozeltileri ile Yapilan KDV

Cahismalar

pH 2,00 — 8,05 araliginda bazi pH degerindeki fosfat tamponu icerisinde 8x10°M
zolmitriptan derisimlerinde c¢alisilmis ve elde edilen voltamogramlar Sekil 3.24°de
verilmistir. DV caligmalar ile paralellik saglayabilmek i¢in gerekli hesaplamalar
8x10°M derisimi iizerinden verilmistir. Bu sekillerde pH arttik¢a potansiyelin daha az
pozitif potansiyellere kaydigr gorilmiistiir. pH 2,00 — 8,05 arasindaki potansiyel

degerleri Cizelge 3.16’de verilmistir.
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Sekil 3.24. 8x10°M zolmitriptan’in pH 2,00 — 8,05 arasi fosfat tamponlari icerisindeki

KD voltamogramlari. 1) pH 2,00; 2) pH 3,03; 3) pH 6,00; 4) pH 7,00; 5) pH 8,05.
Cizelge 3.16. Fosfat tamponu igerisindeki, 8x10°M zolmitriptan’m degisik pH
degerlerinde KDV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akim1 ve pik potansiyeli

degerleri
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2.Dalga
Pik Potansiyeli Pik Akimi 1.Dalga )
pH o Potansiyeli
(mV) (HA) Potansiyeli (mV)
(mV)
2,00 950 2,160 1290 1416
3,03 924 2,760 1252 1388
6,00 770 2,445 - -
7,00 704 1,940 - -
8,05 640 1,640 - -
3.2.1.3.2. Zolmitriptan’in BR Tampon Cozeltileri icerisinde Yapilan KDV

Calismalar:

8x10°M derisimdeki zolmitriptan’m bu ortamda KDV teknigi ile yapilan
incelemeleri i¢in pH 2,20; 3,04; 4,00; 5,04; 6,02; 6,98; 8,03; 9,01; 11,00; 12,01 BR

tampon ¢ozeltileri kullanilmastir.

Zolmitriptan’in  8x10°M derisimi ile pH 2,20-12,01 BR tampon ¢dzeltileri
icerisindeki KD voltamogramlar1 Sekil 3.25a. ve 3.25b.’de goriilmektedir.
Sekillerden de goriildiigii gibi pH artis1 ile pik potansiyel degerleri daha az pozitif

potansiyellere kaymaktadir.

BR tampon ¢ozeltileri igerisinde, 8x10°M zolmitriptan’in degisik pH degerinde
KDV teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli
degerleri. Cizelge 3.17.’da gosterilmistir.
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Sekil 3.25a. 8x10°M zolmitriptan’in pH 2,20 — 6,02 arast BR tamponlari igerisindeki
KD voltamogramlari. 1) pH 2,20 ; 2) pH 3,04; 3) pH 4,00; 4) pH 5,04; 5) pH 6,02.
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Sekil 3.25b. 8x10°M zolmitripyan’m pH 6,98 — 12,01 arast BR tamponlari
icerisindeki KD voltamogramlari. 1) pH 6,98 ; 2) pH 8,03; 3) pH 9,01; 4) pH 11,00;
5)pH 12,01.
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Cizelge 3.17. BR tampon ¢ozeltileri icerisinde, 8x10°M zolmitriptan’mn degisik pH
degerinde KDV teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik

potansiyeli degerleri.

O Pik Potansiyeli Pik Akimi 1.Dalga Potansiyeli 2.Dalga
(mV) (LA) (mV) Potansiyeli (mV)

2,20 948 2,783 1275 1392

3,04 932 3,212 1267 1396

4,00 892 3,170 - -

5,04 832 2,543 - -

6,02 768 2,743 - -

6,98 704 2,184 - -

8,03 644 2,163 - -

9,01 596 1,506 - -

11,00 600 0,980 - -

12,01 644 0,410 - -
3.2.1.3.3. Zolmitriptan’mm Asetat Tampon Cozeltileri Ile Yapilan KDV
Cahsmalan

Zolmitriptan’in asetat tamponu icerisinde KDV teknigi ile yapilan incelemeleri i¢in
pH 3,70; 4,70 ve 5,70 asetat tamponlari se¢ilmistir. pH incelemelerinde 8x10°M

derisimde ¢aligilmistir.
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Zolmitriptan’m 8x10°M derisimi ile pH 3,70 - 5,70 asetat tamponlarindaki KD
voltamogramlart Sekil 3.26.°da goriilmektedir. Bu ortamda da pH ile pik
potansiyelinin daha az pozitif potansiyellere kaydig1 gozlenmektedir. (Cizelge 3.18)
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Sekil 3.26. 8x10°M zolmitriptan’n pH 3,70 — 5,70 arasi asetat tamponlari
icerisindeki KD voltamogramlari. 1) pH 3,70 , 2) pH 4,70, 3) pH 5,70
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Cizelge 3.18. Asetat tamponu icerisinde, 8x10°M zolmitriptan’in degisik pH
degerinde KDV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli

degerleri
2.Dalga
Pik Potansiyeli Pik Akimi 1.Dalga
pH o Potansiyeli
(mV) (nA) Potansiyeli (mV)
(mV)

3,70 908 3,609 1224 -

4,70 852 2,909 - -

5,70 796 2,530 1000 -
3.2.1.3.4. Zolmitriptan’in Siilfiirik Asit Cozeltileri ile Yapilan KDV Cahsmalar

Zolmitriptan’in farkli derisimlerdeki (0,1M; 0,5M) H,SO4 c¢ozeltileri kullanilmistir.
Zolmitriptan’in 8x10° M derisimi ile 0,1 M; 0,5 M H,;SO4 ¢ozeltilerindeki
voltamogramlart Sekil 3.27.de gorilmektedir. Farkli pH degerlerindeki H,SOg4
igerisinde elde edilen pik potansiyelleri ve bunlara karsilik elde edilen akimlar Cizelge

3.19.°da gosterilmistir.
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Sekil 3.27. Zolmitriptan’in 8x107° M derisimi ile 0,1 M; 0,5 M H,SOy ¢ozeltilerindeki
KD voltamogramlari. 1) 0,1 M 2) 0,5 M H,SO4
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Cizelge 3.19. Siilfiirik asit ¢ozeltileri icerisinde, 8x10~ M zolmitriptan’in farkli pH
degerinde KDV teknigi ile kaydedilen egrilerden elde edilen pik akimi ve pik

potansiyel degerleri.

2.Dalga
Pik Potansiyeli | Pik Akimi 1.Dalga o
pH Potansiyeli
(mV) (HA) Potansiyeli (mV)
(mV)
0,1 M HxSOq4
910 2,114 1270 1400
(pH:1,00)
0,5 M H,SO4
850 1,890 1270 1400
(pH:0,30)

Yapilan pH taramalar1 sonucunda; pH’in ve destek elektroliti cinsinin potansiyel
iizerine etkisini daha rahat gorebilmek amaciyla, zolmitriptan i¢in fosfat, asetat ve BR
tamponlar1 icerisinde alinan DP voltamogramlarindan okunan Ep ve Ip degerleri, pH

degerlerine kars: grafige gecirilmis Cizelge 3.20. ve Sekil 3.28.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.28. DP voltamogramlarindan okunan Ep ve Ip degerlerinin pH degerlerine

kars1 E,-pH (a), I,-pH (b) egrileri.:(0): BRT; (0): Fosfat; (A): Asit; (V): Asetat.
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Cizelge 3.20. pH 2,00 — 12,01 aras1 pH’ya kars1 okunan potansiyel degerleri

o Pik Potansiyeli
(mV)
2,00 916
2,20 916
3,03 892
3,04 900
3,70 876
4,00 864
4,70 820
5,04 800
5,70 764
6,00 743
6,02 736
6,98 672
7,00 668
8,03 612
8,05 604
9,01 560
11,00 564

pH 2- 8,05 aras1 Cizelge degerlerine gore;
Ep (mV)=1057,83 — 54,106 pH r=10,9880 (pH 2,00 — 8,05 arasi)
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3.2.2. Gelistirilen Voltametrik Yontemlerle Yapilan Analiz Calismalar:

Zolmitriptan’in voltametrik analizi igin gelistirilen DPV ve KDV yo6ntemleri, oldukca
yiliksek akimin ve en iyi pik seklinin elde edildigi pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde
uygulanmigtir. Saf zolmitriptan i¢in, pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde
8x107'M — 8x10°M derisim araliginda (1 nolu egri) ve 1x10°M — 1x10™* M derisim
araliginda (2 nolu egri) 25 mVs™" tarama hizi ile elde edilen DPV egrilerinden bazi
secilmis derisimler Sekil 3.29 ve Sekil 3.30°de verilmistir. Burada goriilen 1nolu egri
icin yiikseltgenme pikine ait akim degerlerinin (Ip), derisimle (C) degisimi Cizelge
3.21.°de kalibrasyon grafigi ise Sekil 3.31.°de verilmistir. 2nolu egri igin
yiikseltgenme pikine ait akim degerlerinin (Ip), derisimle (C) degisimi Cizelge
3.22.°de kalibrasyon grafigi ise Sekil 3.31.’de verilmistir.
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Cizelge 3.21. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde DPV teknigi ile elde

edilen derisim — pik akim iliskisine ait analiz sonuglar1 (1nolu egriye ait)

Derisim (M) Pik Akimi1 (pA)
8x107 0,0246
1x10°° 0,1506
2x10°° 0,1871
4x10°° 0,2606
6x10° 0,3275
8x10° 0,4077

Cizelge 3.22. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi ile elde

edilen derisim — pik akim iliskisine ait analiz sonuglar1 (2 nolu egriye ait)

Derigsim (M) Pik Akimi1 (pA)
1x107 1,062
2x107 1,384
4x10” 1,798
6x107 2,422
8x107 2,947
1x10™ 3,267
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Sekil 3.29. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan’in 1.bdlgede yer alan bazi
derigsimlerdeki DPV egrileri. D; destek 1) 1x10°M 2) 2x10°M 3) 6x10°M
4) 8x10°M
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Sekil 3.30. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan’in 2. bolgede bazi
derigsimlerdeki DPV egrileri. D; destek 1) 1x10°M 2) 2x10°M 3) 4x10° M
4) 6x10° M 5) 8x10°M 6) 1x10*M
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Sekil 3.31. 8x10'M — 1x10*M derisim araliginda zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat
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Kare dalga voltametrisi teknigi ile de aymi derisim araliginda iki farkli kalibrasyon
egrisi elde edilmistir. pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde elde edilen 1. bolgeye ait
KDV egrilerinden bazilar1 Sekil 3.32.’da ve burada goriilen yiikseltgenme pikine ait
akim degerlerinin (I,) derisimle (C) degisimi Cizelge 3.23.’de, kalibrasyon grafigi ise
Sekil 3.34.°de verilmistir. Ayn1 ortamda 2. bolgeye ait KDV egrilerinden bazilari
Sekil 3.33.’de ve burada goriilen yiikseltgenme pikine ait akim degerlerinin (i,)
derisimle (C) degisimi Cizelge 3.24.°de, kalibrasyon grafigi ise Sekil 3.34.’da

verilmigtir.

Cizelge 3.23. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde KDV teknigi ile elde

edilen 1. nolu egriye ait derisim — pik akimu iligkisine ait analiz sonuglari.

Derigim (M) Pik Akimi (pA)
8x107 0,025
1x10° 0,1604
2x10° 0,1868
4x10° 0,2767
6x10° 0,3459
8x107° 0,4036
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Cizelge 3.24. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde KDV teknigi ile elde

edilen 2. nolu egriye ait derisim — pik akimu iliskisine ait analiz sonuglari.

Derisim (M) Pik Akimi1 (pA)
1x107 1,248
2x107 1,521
4x10” 2,353
6x107 2,772
8x107 3,571
1x10™ 3,267
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-1.20

Potansiyel, V

Sekil 3.32. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan’in 1. bdlgede yer alan bazi
derisimlerdeki KDV egrileri. D: destek; 1) 1x10°M 2) 4x10°M 3) 8x10°M
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Sekil 3.33. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan’in 2. bdlgede yer alan bazi
derigsimlerdeki KDV egrileri. D: destek; 1) 1x10°M 2) 2x10°M 3) 4x10° M
4) 6x10° M 5) 8x10°M 6) 1x10*M
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DERISIM, M

Sekil 3.34. 8x10'M — 1x10*M derisim araliginda zolmitriptan’m pH 3,03 fosfat
tamponu icerisinde KDV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
(1. ve 2. egriye ait).
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Cizelge 3.21. ve Cizelge 3.23. deki 1. bolge i¢in DPV ve KDV teknigi ile elde edilen
verileri kullanarak lineer regresyon analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli
validasyon parametreleri hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 3.25.°de gosterilmistir.
Cizelge 3.25.’de verilen yakalama sinir1 (YS) ve tayin alt sinir1 (TAS);
YS =3 SS/m ; TAS =10 SS/m

formiillerinden bulunmustur. (Riley ve Rosanske,1996 ; Swartz,Krull,1997)

Bu formiillerde SS, kalibrasyondaki en diisiik derisimin bir iist derisiminde 3 adet
tekrarlanan sonucun standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon egrisine ait egim

degeridir.

Cizelge 3.25. 3,03 fosfat tamponu igerisinde elde edilen 1.bolge i¢in kalibrasyon

egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

DPV KDV
Olgiim Yapilan Potansiyel
N P Y 0,875 0,905
V)
Potansiyelin giin i¢i
yeun S 0,13 0,30
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Potansiyelin giinler arasi
0,20 0,24
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Dogrusallik Araligi (M) 1x107° - 8x10°° 1x107° - 8x10°°
Egim (LA.M™) 3,64 x10* 3,59 x10*
Kesisim (pA) 0,11 0,124
Korelasyon Katsay1si 0,999 0,994
Egimin Standart Hatas1 5,63x107 1,64x107
Kesisimin Standart Hatas1 2,77)(10'3 8,06){10'2
Yakalama Sinir1 (M)* 7,3 x10® 2,63 x107
Tayin Alt Sinir1 (M)* 2,44 x107 8,78 x10”

(*) Yakalama ve tayin alt st hesabi icin gerekli standart sapma sonuglar1 4x10°M

derigiminin 3 degerinden elde edilmistir.
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Gelistirilen her iki yontemin tekrar edilebilirlik diizeyini anlayabilmek icin pik
akimlar icin ti¢ farkli derisimde (4x10° M, 8x10° M ve 1x107* M) giin i¢i ve glinler
arast (3 giin i¢in) tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 yapilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 3.26.’de gosterilmistir. Pik potansiyeli i¢in yapilan giin i¢i ve gilinler arasi
tekrar edilebilirlik sonuglar ise Cizelge 3.25.’de verilmistir. Elde edilen sonuclar pik
akimlar1 ve pik potansiyelleri i¢in tekrar edilebilirligin iyi oldugunu kanitlamaktadir.
Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde olduk¢a iyi sonuglarin elde edilmesi,
zolmitriptan igeren ticari preparatlarda, miktar tayini ¢aligmalarinin yapilabilecegini

gostermistir.

Cizelge 3.26. pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde DPV ve KDV teknikleri ile pik akimi

giin i¢i ve gilinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglar

DPV KDV
Teorik Giin I¢i Olgiilen Giinler Arasi Olgiilen Giin I¢i Olgiilen Giinler Arasi Olgiilen
Derigim Derigim Derigim (M)** Derigim Derigim (M)**
M) (M)* (M)*
Xort %BSS Xort %BSS Xort %BSS Xort %BSS
6x10°° ] ] ] ]
5,87x10" 0,79 5,85x10~ 0,31 6,09 x10~ 0,23 6,08 x10~ 0,14
1x10” 1,05x10° | 050 |1,06x10°| 0,17 1,1 x107° 0,41 1,1 x10° 0,21
6x107° . . . .
6,05 x10™ 0,34 6,04 x10~ 0,17 6,01 x10~ 0,22 6,01 x10~ 0,66

(*) Ortalama degerler 5 farkli ¢6zeltinin ayn1 glinde yapilan 6l¢limlerinin ortalamasi
(**) 3 farkli giinde hazirlanan 5 ¢6zeltinin (siire icerisinde) 6lgiimlerinden elde edilen ortalama

degerleri
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3.2.3. Zolmitriptan icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalari

Zolmitriptan tayini i¢in gelistirilen DPV ve KDV teknikleri daha duyarli olmasi
sebebiyle 1.bolge i¢in ticari preparatlara ve insan serum numunelerinden % geri

kazanim ¢alismalarina uygulanmistir.

3.2.4. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi ve

Geri Kazanmim Calismalar:

Zolmitriptan iceren tabletlerden miktar tayini yapabilmek i¢in bolim 2.4.2.5.°de
anlatildig1 sekilde tablet ¢ozeltileri hazirlanmig ve saf zolmitriptan ¢ozeltileri ile ayni
sartlarda voltamogramlart alinmistir. Bu egrilerden okunan pik akimi degerleri ilgili
kalibrasyon denkleminde yerine konularak tabletlerin icerdigi zolmitriptan miktarlar
hesaplanmistir. Gelistirilen yontemlerle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.27.’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.27. Zolmitriptan iceren (2,5 mg) Zomig Rapimelt”® tabletlerin pH 3,03 fosfat
tamponu icerisinde elmas elektrot ile gelistirilen DPV ve KDV yontemleriyle elde

edilen analiz bulgulari

Tablette Bulunan Madde Miktar1 (2,5 mg)
Numune No. DPV KDV
1 2,499 2,500
2 2,500 2,486
3 2,480 2,489
4 2,499 2,499
5 2,490 2,470
Xort- 2,4936 2,488
SS 0,0086 0,012
% BSS 0,35 0,49
% BH 0,013 0,024
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Tablet icerisinde yer alan katki maddelerinin analiz yontemlerimizi etkileyip
etkilemedigini anlamak i¢in % geri kazanim ¢aligmalar1 da yapilmigtir. Bolim
2.4.2.6’da anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan zolmitriptan iceren tablet
numunelerinin {izerine, yine bilinen miktarda saf zolmitriptan ilave edilmis ve gerekli
hesaplamalar sonucunda % geri kazanimlar bulunmustur. % geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.28.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.28. Zolmitriptan tablet igeren tablet numunelerinden pH 3,03 fosfat

tamponu icerisinde voltametrik tekniklerle elde edilen % geri kazanim sonugclari.

Yontem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
0,625 0,630 100,80
0,625 0,628 100,48
0,625 0,623 99,68
0,625 0,625 100
DPV 0,625 0,621 99,36
Xort : 100,064
SS: 0,584

% BSS : 0,583

% BH : -0,064
0,625 0,628 100,48
0,625 0,628 100,48
0,625 0,621 99,36
0,625 0,624 99,84
KDV 0,625 0,623 99,68
Xort: 99,968
SS : 0,498

% BSS : 0,498
% BH : 0,032
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Cizelge 3.29. pH 3,03 fosfat tamponunda zolmitriptan iceren Zomig Rapimelt”

tabletlerden elde edilen analiz bulgularinin karsilastirmali sonuglar

DPV KDV

Etiket miktar1 (mg) 2,5 2,5

Bulunan madde
2,494 2,488
miktari(mg )

%BSS 0,35 0,49
Hesaplanan t degeri _ 0,7204
Hesaplanan F degeri _ 1,9879

T cizelge degeri: 2,31; F ¢izelge degeri: 2,60 ( p:0,005)

Bulunan degerler ¢izelge degerleriyle karsilastirildiginda yontemler arasindaki farkin

anlamsiz oldugu goriilmektedir.
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3.2.5. Gelistirilen Voltametrik Yontemlerin insan Serumuna Uygulanmas: ve

Serumda % Geri Kazanim Calismalari

Zolmitriptan i¢in gelistirilen miktar tayini yontemleri, zolmitriptan’in serum
orneklerinden tayin edilebilirliginin arastirilmasi amaciyla insan serum Orneklerine
bolim 2.4.2.2.°de anlatildigr sekilde uygulanmistir. Bu c¢alisma ile ilgili DP
voltamogramlart Sekil 3.35 ve Sekil 3.36’da goriilmektedir. Elde edilen sonuglar ise

Cizelge 3.30 ve Cizelge 3.31.’da verilmistir.

-0.6

Potansiyel, V

Sekil 3.35. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde 1. bolgede elde edilen bazi
konsantrasyonlara ait serum DP voltamogramlari. 1) 6x10"M 2) 2x10°M 3) 6x10°
M 4) 8x10°M
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Potansiyel, V

Sekil 3.36. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde 2. bolgede elde edilen bazi
konsantrasyonlara ait serum DP voltamogramlar. 1) 1x10°M  2) 2x10°M

3) 4x10°M 4) 8x10°M 4) 1x10™* M
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Cizelge 3.30. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi ile

serum igerisinde elde edilen 1 nolu egriye ait derisim—pik akim iligkisine ait analiz

sonugclari
Derisim Pik Akimi1 (pA)
M) DPV
6x107 0,08611
8x107 0,09379
1x10° 0,09403
2x10° 0,1188
4x10™ 0,1636
6x10° 0,1994
8x10° 0,2365

Cizelge 3.31. Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu icerisinde DP teknigi ile serum

igerisinde elde edilen 2 nolu egriye ait derisim — pik akimu iligkisine ait analiz

sonuclari.
Derisim (M) Pik Akimi1 (pA)
1x107 0,450
2x107 0,570
4x10° 0,682
6x107 0,867
8x107 0,969
1x10™ 1,095
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Bu Cizelgelere gore 6x107 M — 8x10° M derisim araliginda (1. Bolgede) derisim-pik
akimi arasinda ;

r = 0,997 korelasyon katsayisi ile

DPV icin i(uA) = 2,04 x 10* C(M) + 0,077

esitligine uyan dogrusal iliski bulunmaktadir.

2. Bélgede yani 1x10°M — 8x10”°M derisim araliginda derisim-pik akimu arasinda;

r = 0,99 korelasyon katsayisi ile

DPV icin i(nA) = 7,046 x 10° C(M) + 0,41

esitligine uyan dogrusal iligski bulunmaktadir.

Birinci ve ikinci bolgelere ait DPV kalibrasyon egrisi Sekil 3.37.’de gosterilmistir
(KD voltametri teknigi ile elde edilen bulgular da DP voltametri teknigi ile elde

edilenlere benzerdir).

Bu sonuglara dayanarak, elmas elektrot ile DPV ve KDV kullanilarak zolmitriptan’in

serumdan miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.

pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi ile elde edilen serum kalibrasyon
egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri Cizelge

3.32.°de verilmistir.
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DERISIiM, M

Sekil 3.37. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi ile elde edilen serum
kalibrasyon grafigi (1. ve 2. Bolgelere ait).
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DERISIiM, M

Sekil 3.38. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV teknigi ile elde edilen 1. bolgeye

ait serum kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 3.32. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde DPV ve KDV teknigi ile elde edilen

serum kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon

parametreleri

DPV KDV
Olgiim Yapilan Potansiyel
P Y 876,8 901.6
(mV) ’
Potansiyelin giin i¢i
Y s 0,20 037
tekrarlanabilirligi (%BSS) ’
Potansiyelin giinler arasi
0,31 0,24

tekrarlanabilirligi (%BSS)

Dogrusallik araligi (M) 6x107 — 1x10™* 6x107 — 1x107*
Egim (LA.M™) 2,04 x10° 1,96 x10°
Kesisim (nA) 0,077 0,083
Korelasyon Katsayisi 0,997 0,993
Yakalama Siir1 (YS)* 2,94 x1077 1,3x107
Tayin Alt Smir1 (TAS)* 9,8 x107’ 4,33x107

(*) Yakalama ve tayin alt smir1 hesabr i¢in gerekli standart sapma sonuglari 4x10°M

derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.
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Gelistirilen her iki yontemin tekrar edilebilirlik diizeyini anlayabilmek i¢in 6x10°M
serum derisiminde giin i¢i ve giinler aras1 (3 giin i¢in) tekrar edilebilirlik ¢alismalar
yapilmustir. Tekrar edilebilirlik hesaplamalari akim degerleri i¢in 6x10° M derisim
icin yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.33.’de gosterilmistir. Pik potansiyeli
icin yapilan giin i¢i ve gilinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglar1 ise Cizelge 3.32.’de
gosterilmistir. Elde edilen sonuclar pik potansiyeli i¢in tekrar edilebilirligin ¢ok iyi

oldugunu kanitlamaktadir.

pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde insan serumunda elde edilen geri kazanim sonuglari

Cizelge 3.34.’de verilmistir.

Cizelge 3.33. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde serum DPV ve KDV teknikleri i¢in

giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglari

DPV KDV
TeOrik . . . .
.. Giin I¢i Olgiilen . Giin I¢i Olgiilen Glinler Arasi
Derisim Ginler Arasi Olgiilen i
Derisim Derisim Olgiilen Derisim
M) Derisim (M)**
M)* M)* (M)**
Xort %BSS Xort %BSS Xort %BSS Xort %BSS

6x10°% | 6,05x10° | 0,46 | 6,04x10° | 027 | 5.98x10°° 0,76 5,99x10° | 0,24

(*) Ortalama degerler 5 farkli ¢ozeltinin ayn1 giinde yapilan 6l¢iimlerinin ortalamasi
(**) 3 farkl giinde hazirlanan 5 ¢6zeltinin (siire igerisinde) Ol¢limlerinden elde edilen

ortalama degerleri
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Cizelge 3.34. DPV ve KDV teknikleri ile pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde insan
serumunda elde edilen geri kazanim sonuglari
Seruma Ilave
Bulunan Madde | Ortalama %
Yontem Edilen Madde % BSS %BH
Miktar1 (M) Geri Kazanim
Miktar1 (M)
DPV 4x10°°M 4,03x10°M 100,75 0,32 -0,75
KDV 4x10°M 4,01x10°M 100,25 0,27 -0,25




155

4. TARTISMA

Zolmitriptan, triptan grubu antimigren ilaclar icerisinde yer alir ve 5-hidroksitriptamin
tip 1B ve 1D reseptorleri ilizerinde agonist etki gosterir. Zolmitriptan hem periferik
hem de santral etkileri olan bir ilagtir. Bu tez kapsaminda literatiir arastirmasi
yapilirken zolmitriptan’in elektrokimyasal davraniglarina ait herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Yapilan literatiir incelemelerinde zolmitriptan’in miktar tayini igin
Spektrofotometrik (Raza A, Ansari TM, Niazi SB 2007; Aydogmus Z ve Inanl I
2007), YPSK (Kili¢ ve ark. 2007; Vishwanathan ve ark. 2000; Chen ve ark.2006; Yu
LS,Yao TW, Ni SQ, Zeng S 2005; Clement EM, Franklin M 2002; Srinivasu MK ve
ark. 2005; Rao BM ve ark. 2006; Zhang ZJ, Xu FG, Tian Y, Li W ve Mao GG 2004),
kromatografik (Rao BM ve ark. 2005; Srinivasu MK ve ark. 2005) ve diger (Wild MJ,
McKillop D ve Butters CJ 1999) calismalarina rastlanmustir.

Tim bu bilgilerden yola ¢ikarak tez kapsaminda yiiriitiilen arastirmada ilag
analizlerinde kromatografik ve optik yontemlere alternatif ydntem olarak
nitelendirilen voltametrik teknikler kullanilarak, zolmitriptan’in miktar tayininde
kullanilabilecek ~ yontemler  gelistirilmis, molekiiliin  yiikseltgenmesine  ait

mekanizmaya 151k tutmasi diisiincesiyle c¢esitli parametreler hesaplanmustir.

Uygulanacak yonteme ait deneylere baslamadan dnce Astra Zeneca Ilag Firmasi’ndan
saglanan zolmitriptan standart maddesinin safligin1 arastirmak amaciyla UV ve IR
spektrumlart alinmistir. Elde edilen verilerde herhangi bir safsizlik pikine
rastlanmadig1 icin bu maddenin calismay1 yiiriitmek i¢in yeterli saflikta oldugu

sonucuna varilmistir.

Zolmitriptan’in elektrokimyasal incelenmesi mekanik 6n islemle temizlenmis elmas
elektrot kullanilarak yapilmistir. Sonuclarin tekrar edilebilirligi bu 6n islemin yeterli
olacagi fikrini vermektedir (Cizelge 3.33). Bor ile dope edilmis elmas elektrotla
degisik pH degerlerinde ve farkli tampon c¢dzeltileri igerisinde yapilan caligmalar,
zolmitriptan’in  biitiin ortamlarda ve pH degerlerinde (pH 2,00-12,01) geri

dontistimsiiz olarak yiikseltgendigini géstermektedir.
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Zolmitriptan i¢in, DV, DPV ve KDV teknikleri ile 0,1M H,SO4, 0,5M H,SO4, pH
2,20-12,01 arasindaki BR tamponlari, pH 2,00-8,05 araligindaki baz1 pH degerindeki
fosfat tamponlari, pH 3,70-5,70 arasindaki asetat tamponlari igerisinde caligmalar
yapilmistir. DV, DPV ve KDV egrilerinin pik akimi — pH verileri incelendigi zaman,
biitlin teknikler i¢cin hem oldukga yiiksek akimin hem de pik seklinin en keskin ve

diizgiin oldugu ortamin pH 3,03 fosfat tamponu oldugu goriilmektedir.

Olayin ozelligini anlayabilmek amaciyla, se¢ilmis olan pH 3,03 fosfat tamponu, pH
3,7 asetat tamponu ve pH 3,04 BR tamponlarinda yapilan hiz taramasi deneylerini

degerlendirmek igin i—v'"?

, ve log i,-logv iliskileri incelenmistir. DV teknigi ile,
zolmitriptan’mn pH 3,03 fosfat tamponu, pH 3,7 asetat tamponu ve pH 3,04 BR

tamponlari igerisinde 5 - 1000 mVs™ hiz tarama araliginda incelemeleri yapilmustir.

Zolmitriptan’in pH 3,03 fosfat tamponu igeren ortamda verdigi pik difiizyon kontrollii
bulunmustur. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan’in 4x10°M ve 1x10~*M
derisimlerde yapilan hiz taramasi sonucunda her iki derisim icin de; pik akimu ile v'?

arasinda dogrusal bir iligki oldugu saptanmustir.

i, (LA)=0,1143v"? (mVs') +0,243 (r:0,9933 ;n:9) (4x10°M zolmitriptan

p (H p
derigimi i¢in )

i, (WA) = 0,2647v'? (mVs™) +0,2722 (r:0,9954 ;n:9) ( 1x10~*M zolmitriptan

derisimi i¢in )

Hiz taramas1 5-1000 mVs™ arasinda yapilmustir. Pik potansiyelinin hiz arttik¢a 4x107
M zolmitriptan derisiminde 51 mV ve 1x10 *M zolmitriptan derisiminde 54mV daha
pozitif degerlere kaymasi ve herhangi bir katodik pik veya dalganin olmamas1 olayin
geri donilisiimsiiz oldugunu goéstermistir. Tarama hizinin logaritmasi ile pik akiminin
logaritmas1 arasindaki dogru denkleminin egim degeri her iki konsantrasyon ig¢in
0,4698 ve 0,4784 olarak bulunmustur. Bu degerin difiizyon kontrollii teorik deger olan
0,5’e yakin olmasit (Laviron E.ve ark., 1980) yiikseltgenme olaymnin diflizyon

kontrollii oldugunu kanitlamistir.
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(4x10°M zolmitriptan derisimi icin)

Log i, (LA) = 0,4698 log v (mVs™') - 0,912 (r: 0,9834 ; n: 9)
(1x10*M zolmitriptan derigimi i¢in)

Log i, (LA) = 0,4784 log v (mVs™) — 0,493 (r: 0,9985 ; n: 9)
Pik potansiyeli degerlerinin pH arttikca daha diisiik pozitif potansiyellere kaymasi,
“konjuge baz asit forma gore daha diisiik pozitif potansiyellerde yiikseltgenir” genel
kuralina uymaktadir. pH 9,00’dan sonra potansiyel degerleri hemen hemen sabit

kalmakta yani potansiyelden bagimsiz olmaktadir.

Pik {izerindeki pH ¢alismalar1 sonucu elde edilen sonuglar bulgular boliimiinde detayl

olarak verilmistir. Zolmitriptan iizerinde yapilan pH incelemelerine gore:

Ep (mV) = 1057,83 — 54,106pH r=0,9880  (pH 2,00 — 8,05 aras1)

denklemi bulunmustur.

Yeni farmasotik maddelerin indirgenme-yiikseltgenme davraniglarini incelemek igin
voltametrik yontemler, 6zellikle bunlar arasindan doniisiimlii voltametri en uygun
olanidir. DV sayesinde zolmitriptan saf maddesinin aktiviteye bagli redoks
mekanizmasi aydinlatilmakta ve bilesigin metabolitleri hakkinda bilgi edinilmektedir.
(Clohs L. ve McErlane K.M., 2001), (Demircigil B.T. ve ark., 2002; Ozkan S.A. ve
ark., 2003; Siizen S. ve ark., 2003; Bermejo E. ve ark., 2000; Grimshow J., 2000;
Yilmaz S. ve ark., 2001; Sagar K. ve ark., 1992; Humphries K. ve Dryhurst G., 1987;
Siizen S. ve ark., 2001; Ozkan S.A. ve Uslu B., 2002), ( Uslu B. ve Ozkan S.A., 2004;
Wang H.S. ve ark., 2002; Oliveira-Brett A.M. ve ark., 2002)

Bu verilere gore zolmitriptan’in indol halkasindaki azot {izerinden asidik ve bazik
ortamda yiikseltgendigini diisiinmekteyiz (S. Yilmaz, B. Uslu, S. A. Ozkan, 2001).
Olas1 reaksiyon mekanizmast daha Onceki calismalarimizda da incelenmigtir (P.
Bozkaya, B. Dogan, S. Siizen, D. Nebioglu, S. A. Ozkan, 2006), (S. Siizen, B.T.
Demircigil, E. Biiyiikbingdl, S. A. Ozkan, 2003). Ayrica, indol ve indol tiirevlerinin
elektrokimyasal yiikseltgenme ¢alismalar1 indol halkasinin kolaylikla dimer ve trimer

olusturabildigini de gostermektedir.
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Ep — pH egrisinin dogrusallik gosterdigi pH 2- 8,05 araliginda yukaridaki esitlige
bakildig1r zaman elde edilen egimin 54,106 mV olarak bulundugu goriilmektedir. 59
mV’dan kii¢iik degere sahip egimle potansiyelin daha az pozitif potansiyellere
kaymasi, bu olayda 1 elektron ve 1 proton iyonunun etkili oldugunu gostermektedir
(Kissinger ve Heineman, 1996; Smyth ve Vos, 1992). pH 9 ve 10 dolaylarinda pik
potansiyellerinde 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir, potansiyel hemen hemen sabit
kalmigtir. pH 8,05’den daha biiyiik pH degerlerinde pik potansiyeli pH’dan bagimsiz

oldugundan elektrot reaksiyonunda protonun yer almadigi diigiintilmiistiir.

DV, DPV ve KDV yontemlerine ait cesitli tamponlar icerisinde elde edilen pik
potansiyeli—pH egrilerine bakildigi zaman potansiyelin pH arttikca daha az pozitif

degerlere kaydigi pH: 9’dan sonra hemen hemen bagimsiz hale geldigi goriilmektedir.

DPV yontemine ait bazi tampon ¢ozeltilerinden elde edilen pik potansiyeli-pH
egrilerine bakildig1 zaman (Sekil 3.28) Ep — pH denkleminin egimi incelendiginde pH
2,00-8,05 arasinda -54,106 mV olarak bulunmustur. 59 mV’dan (Nernst
denklemindeki egimden) daha diisiik olarak egim degerinin bulunmasi olayda proton

iyonlarinin etkili oldugunu gostermektedir.

Elde edilen 8 devirli DV voltamogramlarinda elektrot cevabi ilk devirde yiiksek
cikmakta, daha sonraki devirlerde azalmaktadir. Tahmini olarak ilk devirde yilizeyde
tutulmus olan maddeler ve difiizyonla elektrot yiizeyine gelen molekiiller reaksiyona
girmektedir. Ancak 2. ve daha sonraki devirlerde yeni bir adsorbsiyon dengesinin
kurulmasi i¢in yeterli zaman olmadigindan, elektrot yiizeyinde sadece difiizyonla

ulagan molekiiller reaksiyona girmektedir.

Zolmitriptan’in tayini i¢in dogru, duyarli ve segici bir voltametrik yontem gelistirmek
amaciyla yapilan ¢aligmalarda DV’ye gore daha keskin ve iyi belirlenmig piklerin elde
edilmesinden dolay1 DPV ve KDV teknikleri se¢ilmistir. Analitik agidan en diizgilin ve
keskin piklerin elde edildigi ve tekrar edilebilirligin iyi oldugu pH 3,03 fosfat

tamponu, ¢alisma ortami olarak secilmistir. Bu kosullarda yapilan voltametrik analiz
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caligmalari, elmas elektrodun, zolmitriptan’in voltametrik ydntemlerle analizine
uygun elektrot oldugunu gostermistir. pH 3,03 fosfat tamponu igerisinde zolmitriptan
icin  1x10°M — 8x10°M ve 1x10°M — 1x10*M derisim araliginda iki farkl
dogrusallik bulunmustur. (Cizelge 3.21. ve 3.22. ve Cizelge 3.23. ve 3.24.) Yakalama
smir1 olarak DPV icin 7,3 x10® M, KDV i¢in 2,63 x107 M bulunmustur. Tayin alt
siirt olarak ise DPV icin 2,44 x107 M, KDV i¢in 8,78x107 M degerleri bulunmustur.

Voltametrik incelemenin standart madde {izerinde yapilmasindan sonra her iki teknik
de zolmitriptan’mn ticari preparati olan Zomig Rapimelt® hizli eriyen tabletlere
uygulanmigtir. Tabletler iyice toz haline getirilip daha Onceki boliimlerde (Bolim
2.4.2.5) anlatildigr gibi ¢ozeltileri hazirlanip siiziildiikten sonra voltamogramlar
alimmigtir. Toz edilmis tablet orneginden bilinen miktarda zolmitriptan igeren
numunelerin iizerine, bilinen miktarda saf zolmitriptan ilave edilerek geri kazanim
caligmalari i¢in Ornekler hazirlanmigtir (Bu ¢aligmalarda 1. bolge kalibrasyon verileri
kullanilmistir). Bu o6rneklerden alinan voltamogramlardan ve hesaplanan % geri
kazanim degerlerinin yiiksek olmasindan dolay1 (DPV i¢in %100,064; KDV igin
%99,968) tablet icerisindeki katki maddelerinin yontemimizi etkilemedigi ve
gelistirilen yontemlerin zolmitriptan etken maddesi i¢in segici oldugu sonucuna

varilmstir.

Gelistirilen yontemlerin insan serum oOrneklerine ilave edilen zolmitriptan’in geri
kazanim caligmalarina uygun olup olmadig1 da arastirilmis ve elde edilen sonuglardan
serum Ornekleri igerisinde yer alan ve girisim yapmast muhtemel maddelerden
(endojen maddeler) etkilenmedigi goriisiine hem voltamogramlara hem de hesaplanan

% geri kazanim sonuglarina bakilarak varilmistir.

Gelistirilen voltametrik tekniklerin dogrulugu, kesinligi, duyarliligi, uygulanabilirligi
ve seciciligini  gdsterebilmek i¢in validasyon c¢aligmalari yapilmis ve elde edilen
sonuclarla yontemlerin tekrar edilebilirligi, duyarliligi, dogrulugu, seciciligi ve
uygulanabilirligi gosterilmistir (Cizelge 3.25. 3.26., 3.27., 3.28., 3.29. 3.30., 3.31.,
3.32).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismanin birinci bélimiinde Zolmitriptan’in elmas elektrot {izerindeki
yiikseltgenme yoniindeki davranislari, DV, DPV ve KDV teknikleri kullanilarak
incelenmistir. Ortamin pH’inin, destek elektroliti cinsinin ve madde derisimlerinin
yukseltgenme olay1 {lizerine etkileri duyarl bir sekilde arastirilmistir. Bunun ig¢in 0,1
ve 0,5 HySOy, fosfat tamponu (pH 2,00 — 8,05), asetat tamponu (pH 3,7 — 5,7), BR
tamponu (pH 2,20 - 12,01) kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu en uygun
ortamin keskin, tekraredilebilir ve oldukg¢a biiyiik pikin elde edildigi pH 3,03 fosfat

tamponu oldugu bulunmustur.

DV teknigi ile pH 3,03 fosfat tamponunda 5-1000 mVs ' tarama hizlarinda iki farkl:
derisimde kinetik incelemeler yapilmistir. Bu incelemelerde i, — v'2, log i, — log v
verileri incelenmistir.  Bunlara ilave olarak Tafel wverileri de kinetik amagla
degerlendirilmistir. Zolmitriptan’in geri doniistimsiiz ve diflizyon kontrollii olarak

yiikseltgendigi bulunmustur.

Calismanin ikinci boliimiinde ise elmas elektrot kullanilarak zolmitriptan icin
gelistirilen voltametrik teknikler ile 1x10° — 8x10°M ve 1x10™° — 1x10™*M derisim
araliginda iki farkli dogrusallik saptanmistir. 1. bolgede kalibrasyon egrilerine ait
gerekli diger validasyon hesaplamalar1 yapilip, ¢izelgelerde verilmistir. Gelistirilen
her iki voltametrik teknik de zolmitriptan’in tablet formlarina basit, hizli ve dogrudan
uygulanabilmistir. Tablet icindeki katki maddelerinin c¢alismamizi etkilemedigini,
gelistirilen yontemlerin zolmitriptan icin se¢ici oldugunu kanitlamak i¢in geri kazanim

caligmalar1 yapilmistir.

Gelistirilen yontemlerin insan serum Orneklerine uygulanabilirlik ¢calismalar1 yapilmis
ve elde edilen sonuglara gore bu ortamlarda herhangi bir girisim olmadan, her iki
yontemle de tayin yapilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Deney siiresi boyunca 0Ornek

cozeltilerde herhangi bir bozulma olmamustir.
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Sonug olarak, zolmitriptan’in tayini i¢in hizli, kolay, dogru, kesin, duyarli, segici ve
herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan voltametrik teknikler gelistirilmis ve
bunlarin  zolmitriptan iceren tablet formlarmma, insan serum Orneklerine
uygulanabilirligi istatistiksel olarak gdsterilmistir. Gelistirilen DPV ve KDV

yontemlerinin tamamen validasyonu yapilmistir.

Gelistirilen her iki yontemin birbiriyle uyumunu kanitlayabilmek i¢in gelistirdigimiz
tekniklerle elde edilen tablet analiz sonuglari, birbirleri ile istatistiksel olarak student-t
ve F testleri ile karsilastirilmis ve aradaki farkin anlamsiz bulunmasi gelistirilen
yontemlerin dogru, kesin ve birbirleriyle uyumlu, kesinliklerinin birbirlerine yakin

oldugunu, zolmitriptan tablet analizlerinde kullanilabilecegini gostermistir.

Elde edilen biitiin bu veriler 1s1831inda gelistirilen bu analiz yontemlerinin, yeterli
dogruluk ve duyarlikla zolmitriptan’in, farmasotik dozaj formlarindan ve serum

numunelerinden analizinde kullanilabilecegi dnerilmektedir.



162

OZET

Zolmitriptan’in Elektroanalitik incelenmesi ve Tayini

Zolmitriptan’in yiikseltgenme davranisi bor ile dope edilmis elmas elektrot {izerinde
genis pH araliginda, donlisiimlii voltametri (DV), diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) teknikleri kullanilarak ¢alisildi. Deneyler,
destek elektroliti cinsinin, pH’in ve tarama hizinin yiikseltgenme reaksiyonu
iizerindeki etkilerini incelemek amaci ile silfiirik asit, fosfat, asetat ve Britton-
Robinson tamponlar1 igerisinde genis bir tarama arahgmmda (5-1000 mVs™')

gerceklestirildi. Molekiil, geri doniistimsiiz ve difiizyon kontrollii olarak yiikseltgendi.

Analitik amaglar i¢in en uygun sartlar belirlendi, parametre optimizasyonlar1 yapildi

ve DPV ve KDV yo6ntemleri miktar tayini i¢in segildi.

Uygun sartlarda DPV ve KDV teknikleri kullanilarak pH 3,03 fosfat tamponu
icerisinde 1x10°M — 8x10°M ve 1x10°M — 1x10™*M derigim araliginda iki farklh
dogrusallik bulundu.

Yontemlerin uygulanabilirligi, zolmitriptan’in farmasodtik dozaj formlarinda, insan
serum Ornekleri iizerindeki uygulamalar1 ile gosterildi. Yontemlerin dogrulugu,
kesinligi, se¢iciligi, duyarligi, giin ici ve glinler arasi tekrar edilebilirligi istatistiksel

olarak arastirildi.

Anahtar sozciikler: Zolmitriptan, voltametri, miktar tayini, farmasotik dozaj formu,

serum, validasyon.
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SUMMARY

Electroanalytical Investigation and Determination of Zolmitriptan

The oxidative behavior of zolmitriptan was studied at a wide pH range on boron
doped diamond electrode, using cyclic voltammetric (CV), differential pulse
voltammetric (DPV) and square wave voltammetric (SWV) techniques. To investigate
the effects of the nature of the supporting electrolyte, pH and scan rate on the anodic
reactions were performed in sulphuric acid solution, phosphate, acetate and Britton-
Robinson buffers in a wide scan rate interval (5-1000 mVs™'). The molecule is

oxidized irreversibly and by diffusion-controlled.

Optimum conditions were determined and optimization of parameters for analytical
applications were obtained and DPV and SWV techniques were selected for the

determination.

The currents were found two different lineer region within a concentration range of
1x10°M - 8x10°M and 1x10°M - 1x10* M in pH 3,03 phosphate buffer by
optimized DPV and SWYV techniques.

The applicability of the proposed methods were shown by the analysis of zolmitriptan
in pharmaceutical dosage forms and serum samples. The accuracy, precision,
selectivity, sensitivity, repeatability and reproducibility of the methods were

investigated statistically.

Key words : Zolmitriptan, voltammetry, determination, pharmaceutical dosage form,

serum, validation.
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