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OZET
Ivabradin Etkin Maddesinin Elektrokimyasal Davramslarinin incelenmesi ve

Voltametrik Yontemler ile Tayini

Amag: Bu calismada ivabradinin elektrokimyasal davranisi, camsi karbon elektrotta
Britton-Robinson tampon (pH 2) ortaminda Doniisiimlii Voltametri, Dogrusal Taramali

Voltametri, Kare Dalga Voltametri ve Diferansiyel Puls Voltametri yontemleri ile incelendi.

Materyal ve Metot: Ivabradinin doniisiimlii voltamogrami yaklasik olarak camsi
karbon elektrotta +1.21 V da yiikseltgenme piki gézlenmistir. Dogrusallik, kesinlik, dogruluk,
stabilite, tayin edilebilme sinir1 ve miktar tayin sinirt gibi parametreler ICH Guidelines’e gore

calisildu.

Bulgular: Dogrusal Taramali Voltametri, Karedalga Voltametri ve Diferansiyel Puls
Voltametri yonteminin kalibrasyon egrileri 5-40 pg ml™ derigsim araliginda dogrusaldir.
[vabradinin i¢in giin-i¢i ve giinler aras1 kesinlik degerleri %5.34’den ve dogruluk (bagil

hata) %6.29’dan kiigiiktiir.
Sonuc¢: Gelistirilen bu yontemler ile ivabradin etkin maddesini igeren Coralan
preparatinda miktar tayini yapildi. Elde edilen analiz sonuclar1 degerlendirildi ve gelistirilen

yontemler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Anahtar Kelimeler: Diferansiyel puls voltametri, dogrusal taramali voltametri,

doniistimlii voltametri, ivabradin, kare dalga voltametri.
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ABSTRACT

Invesitigation of Electrochemical Behaviors of lvabradine Effective Substance and

Determination with Voltammetric Methods

Aim: In this study, electrochemical behaviors of ivabradine was investigated on glassy
carbon electrode in Britton-Robinson buffer (pH 2) by Cyclic Voltammetry, Lineer Sweep

Voltammetry, Square Wave Voltammetry and Differential Puls VVoltammetry methods.

Material and Method: Cyclic voltammogram of ivabradine was observed oxidation
peak at about +1.21 V on glassy carbon electrode. Parameters such as linearity, precision,
accuracy, stability, limit of detection and limit of quantification were studied according to the
ICH Guidelines.

Results: Calibration curves of Lineer Sweep Voltammetry, Square Wave Voltammetry
and Differential Puls Voltammetry methods were linear between the concentration range of 5-
40 pg ml™. Within- and between-day precision values for ivabradine were less than 5.34%
and accuracy (relative error) was better than 6.29%.

Conclusion: Quantitation of ivabradine was performed with these methods which is
developed in Coralan pharmaceutical preparation containing the ivabradine effective
substrance. Obtained analysis results were evaluated and the developed methods were

compared as statistics.

Key Words: Cyclic voltammetry, differential puls voltammetry, ivabradine, lineer

sweep voltammetry, square wave voltammetry.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

- Bagil standart sapma

: DOniistimlii voltametri

: Diferansiyel puls voltametri

- International conference on harmonization
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: Tayin alt sinir1

: Dogrusal taramal1 voltametri

: Kare dalga voltametri
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1. GIRIS

Kalp ve damar sistemi hastaliklari, giiniimiizde, gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde basta gelen mortalite (6liim) ve morbidite (isgormezlik) nedenlerindendir.
Koroner kalp hastaliklarina ayn1 zamanda “koroner arter hastalig1”, iskemik kalp
hastalig1” ve “aterosklerotik kalp hastalig1” isimleri de verilmistir. Akut miyokard
infarktiisii geciren ve hayatta kalan bir hastanin mortalite ve morbiditesi genel
poptilasyona gore 1.5-15 kat yiikselmektedir. Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda
koroner kalp hastaligina bagh 6liim birinci sirada gelmektedir."? Gergek bir global
kalp damar hastaliklar1 (KDH) epidemisinin tam ortasinda oldugumuz bu c¢agda,
diinyanin tim bdlgelerinde KDH mortalitenin en 6nde gelen nedenidir. KDH;
koroner kalp hastaliklari, inme, konjestif kalp yetersizligi, konjenital kalp
hastaliklari, romatizmal kalp hastaliklari, hipertansif hastaliklar ve aritmiler gibi;
kalbin ve kan damarlarinin tim hastaliklarini iceren hastalik grubudur. Koroner
kalp hastaliklar1, kalbi besleyen koroner arterlerdeki daralmaya bagli olarak gelisir.
Koroner daralmalar siklikla ateroskleroza bagli olup kalbin kan dolagiminin
bozulmasina ve kalpte iskemi olusmasina neden olur. Kalpte olusan iskemi kararli
angina pektorise, kararsiz angina pektorise, miyokard infarktiisine veya ani
Oliimlere yol acabilir.>”’

Giliniimiizde KDH tedavisi uygulamalar1 degisik klinik durumlar icin degisik
sekillerde yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan KDH ilaglarinin basinda ivabradin
etkin maddesini iceren farmasdtik preparatlar gelmektedir. Ivabradin iceren ilaglar
kalp hastaliklarinda yaygin olarak kullamilir. Ivabradin igeren ilaglar giiniimiizde 5
ve 10 mg tablet dozda Coralan ticari adi ile satilmaktadir

Son yillarda enstriimantal yontemler yaninda, elektrokimyasal ve biyolojik

reaksiyonlarin arasindaki benzerlikler, elektrot ve metabolizma mekanizmalarin



benzer ilkelere sahip olmasindan dolay: elektro analitik yontemler de, ilag etkin
maddelerinin hem nicel tayini hem de etki mekanizmalarinin nasil yiiridigi
hakkinda bilgiler edinmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ivabradin etkin maddesi igin yapilan literatiir arastirmasinda biyolojik sivilarda
miktar tayinine yonelik floresans dedektorli HPLC® ve LC-MS®! yéntemlerine
ulasilmistir. Ivabradinin farmasétik preparatlarda miktar tayini ile ilgili olarak da
HPLC yéntemlerine ulasilmuistir.”*** Ancak kare dalga voltametri, diferansiyel
puls voltametri gibi elektro analitik yontemlerle tayinlere rastlanmadigindan dolayi
ivabradin etkin maddesinin tayini i¢in voltametrik yontemler gelistirilmesi
distnilmustir.

llagc etkin maddelerinin fiziksel ve farmakokinetik yapisindaki
degisikliklerin hepsi, molekiillerin yiikseltgenme/indirgenme davraniglarindaki
degisikliklere baglidir, dolayisiyla bu degisikliklerin izlenmesinde elektrokimyasal
teknikler 6nemli rol oynamaktadir. Giinlimiiziin modern analitik tekniklerinden
olan (ylizeyde tutunma olaylarina dayali) adsorptif siyirma, diferansiyel puls ve
kare dalga voltametrisi/ polarografisi tekniklerinin kullanilmasi ile gelistirilmis
olan yontemlerin duyarli, se¢ici, basit, hizli, bir 6n isleme gerek duyulmamasi ve
uygulamada degisiklige acik olmasi ilag dozaj formlarindan (tablet, kapsiil, surup,
ampul vb.) ve viicut sivilarindan (kan, idrar, anne siitii vb.) analizlerine
uygulanabilirligi acisindan 6zel bir yeri vardir. Ozellikle adsorptif siyirma
yontemleri ilag etkin maddelerinin disiik derisimlerdeki analizlerini miimkiin
kilmaktadir.

Bu calismada ivabradin ilag etkin maddesinin Oncelikle elektrokimyasal
davranisi, doniisiimlii voltametri gibi yontemler ile tersinirlik, aktarilan elektron

sayisi, adsorpsiyon Ozellikleri gibi Ozelliklerin incelenmesi diisiiniilmiistiir. Bu



verilerin 15181 altinda nicel tayini i¢in yontemler gelistirilmistir. Bu amagla, pH,
derisim, tarama hiz1 gibi deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel
kosullar belirlenmis ve bu kosullarda nicel tayin ¢calismalari ger¢eklestirilmistir.
Gelistirilen yontemler istatiksel olarak degerlendirilip kesinlik, duyarlik,
secicilik gibi parametreler incelenerek yontemin analitik amag¢ i¢in uygunlugu
arastirtlmistir.  Ayrica  gelistirilen yontemler ivabradin igeren farmasotik
preparatlardan Coralan tablete uygulanmistir. Elde edilen veriler istatiksel agidan
da karsilastirmis ve elektrokimyasal yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunamamustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ivabradin

[vabradin, beta bloker ilaglar1 kullanmamas1 gereken hastalarda, bu ilaglara
kars1 intolerans goriinen hastalarda ve tolere edilebilecek en fazla dozda beta bloker
kullanan fakat anjinasi siiren ve kalp hiz1 dakikada 60'tan fazla olan hastalarda
kullamlir.®”

2.1.1. Etki Mekanizmasi

[vabradin izole olarak kalp atim hizimi azaltan bir ilagtir. Kardiyak olarak
sinlis diiglimiinde spontan diyastolik depolarizasyonu kontrol eden ve kalp atim
hizin1 diizenleme yoluyla etki eder. Normal siniis ritmi olan ve beta blokerler i¢in
kontrendikasyonu veya intoleransi olan hastalarda kronik stabil angina pektorisin
semptomatik tedavisinde endikedir.

2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Ivabradin oral yoldan alindiktan sonra hizla ve neredeyse tamamen
gastrointestinal sistemden emilir ve doruk plazma diizeyine a¢ karnina yaklasik 1
saat sonra ulasilir. Film kapli tabletlerin mutlak biyoyararlanimi, barsak ve
karacigerdeki ilk gecis etkisi sebebiyle yaklasik %40’tir. Gida alimi emilimi
yaklagik 1 saat geciktirmekte ve plazmaya maruz kalmayr %20-30 artirmaktadir.
Maruz kalmada kisiler arasi degiskenligi azaltmak amaciyla, tabletlerin yemekle
beraber alinmasi Onerilmektedir. Ivabradin plazma proteinlerine yaklasik %70
baglanir ve hastalarda sabit durumda dagilim hacmi 100 litreye yakindir. Onerilen
doz olan giinde iki kez 5 mg’in siire gelen kullanimindan sonra maksimum plazma
konsantrasyonu yaklasik 20 ng mi™dir. Sabit durumda ortalama plazma

konsantrasyonu 10 ng ml™*dir.


http://www.1ilac.com/Sozluk/A/anjina.html

[vabradin, yalniz sitokrom P450 ile karaciger ve barsakta oksidasyona ugrar
ve kapsamli sekilde metabolize olur. Baslica aktif metaboliti N-desmetillenmis
tiirevidir. ivabradinin plazmada esas yarilanma émrii 2 saattir. Egri alt1 alanin %70-
75’1 ve etkili yar1 6mrii 11 saattir. Total klerensi yaklasik 400 ml dak™, renal
klerensi ise yaklasik 70 ml dak**dir. Metabolitlerin atilimu, ayni oranda digki ve
idrar ile olur. Oral dozun yaklasik %4’i degismeden idrar yoluyla atilir.
Ivabradinin farmakokinetigi 0.5 mg-24 mg oral doz araliginda lineerdir.

2.1.3. Kimyasal Yapisi
[vabradin 505.05 g mol™ molekiil kiitlesine ve Cp7HagN,Os - HCI kimyasal

formiiliine sahiptir. Kimyasal yapisi agagida verilmistir.

H,CO
' |
H H
3CO 5 CH3 N OCHs

* HCI

Sekil 2.1. Ivabradinin kimyasal yapist

2.2. Ivabradin ile lgili Yapilan Cahsmalar

Selva ve ark.” ivabradinin invitro kosullarda miktar tayini icin UV
dedektorlii bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada Cig Phenomenex
Kinetex ters faz kolon (5 pm, 4.6 mm x 150 mm), 10 mM amonyum asetat
tamponu (pH 6.0):metanol (50:50, h/h) mobil fazi, 285 nm dedektér dalga boyu,
1.0 ml dak® kolon akis hizi parametreleri ile calisma gerceklestirilmistir.
Dogrusallik i¢in 70.69-131.29 pug ml? derisim araliginda kalibrasyon egrisi

tiretilmis olup, egrinin korelasyon katsayist 0.999’dan biiyiik olarak tespit



edilmistir. Kesinlik ¢aligsmasi i¢in ivabradinin diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde 3
farkli standart ¢ozeltisi hazirlanmig olup kesinlik BSS ile dogruluk bagil hata ile
verilmistir. Kesinlik giin ici-gilinler aras1 % BSS ile degerlendirilerek % 0.52’den
daha kiigiik, dogruluk bagil hata ile verilmis olup % 0.38’den kiigiik olarak
belirlenmistir. Ayrica geri kazanim c¢alismasi yapilmis olup ivabradinin geri
kazanimi % 99.03 bulunmustur. Gelistirilen yontem ile ivabradinin kalite kontrol
ve stabilite ¢aligmalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir.

Francois-Bouchard ve ark.'® insan plazmasinda ivabradin miktarmm tayini
icin duyarl ve segici bir LC-MS yontemi gelistirmislerdir. Calismada Kromasil-Cig
kolon (5 um, 250 mm x 3 mm), %0.1 trifloroasetik asit iceren 20 mM amonyum
format tamponu-metanol (64:36, h/h) mobil fazi, 0.5 ml dak™ kolon akis hizi, 20 pl
injeksiyon hacmi parametreleri ile ivabradinin insan plazmasindaki tayini igin bir
LC-MS yontemi gelistirilmistir. Ivabradin i¢in plazma ve idrardaki kalibrasyon
egrisi 0.1-20 ng ml™ derisimlerinde tiiretilmis olup egrinin korelasyon katsayisi (r)
0.996°dan biiyiikk olarak bulunmustur. Kesinlik bagil standart sapma ile ifade
edilmis olup giin i¢i ve giinler aras1t BSS % 6.5’dan kii¢iik bulunmustur. Dogruluk
bagil hata ile ifade edilmis olup giin i¢i ve giinler aras1 bagil hata % 20’den kiigiik
bulunmustur. Calismanin plazmadan geri kazanimi sivi-sivi faz ekstraksiyon ile
gerceklestirilmis olup geri kazanim % 87 olarak bulunmustur. Ivabradinin seri
diliisyonlar1 kulanilarak yontemin LOQ degeri 0.1 pg ml™ olarak bulunmustur.
Gelistirilen ve valide edilen yontemin uygulamasi icin 1 saglikli goniilliiye 10 mg
olacak sekilde oral yoldan ivabradin tableti icirilmistir. 0 ile 24 saat arasi farkl
zamanlarda goOniilli hastadan kan alinip sivi-sivi  ekstraksiyonu sonucu
kromatogramlar alinmis ve pik alanlar1 oranindan kalibrasyon egrisi denkleminde

yerine koyularak ivabradinin plazmadaki derisimleri bulunmustur. Sonu¢ olarak



ivabradinin hassas bir sekilde insan plazmasinda LC-MS yontemi ile tayin
edilebilecegi gosterilmistir.

Klippert ve ark.}” ivabradinin insan plazmasinda tayin edilebilmesi i¢in
basit ve hassas bir HPLC yontemi gelistirmisler. Calismada ters-faz Nova-Pak Cg
kolon, asetonitril- 25 mM fosfat tamponu mobil faz1 (22:78), 1 ml dak™ kolon akis
hizi, 328 nm ve 283 nm, eksitasyon ve emisyon dalga boylu floresans dedektor
kullanilarak HPLC yontemi gelistirilmistir. Dogrusallik 0.5-75 ng ml™ derisim
araliginda olusturulmus ve kalibrasyon egrisi tiiretilip her enantiyomer igin
korelasyon katsayisi (r) 0.99°dan biiyiiktiir. Gelistirilen ve valide edilen yontemin
uygulamasi i¢in saglikli goniilliilere 8 mg tek doz ivabradin tablet dozu oral yoldan
icirilmistir. Farkli zamanlarda goniillillerden kan alinip sivi sivi ekstraksiyonu
sonucu kromatogramlar alinmig ve pik alanlar1 kalibrasyon egrisi denkleminde
yerine koyularak ivabradin derisimleri bulunmustur. Sonu¢ olarak ivabradinin
insan plazmasinda farmakokinetiginin HPLC yontemi ile tayin edilebilecegi
gosterilmistir.

Lu ve ark.'® insan plazmasinda ivabradinin tayini i¢in icin dogru, basit ve
secici bir yontem olan LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Calismada
Diamonsil Cygters faz kolon (5 um, 150 mm x 4.6 mm), % 0,02 formik asit igeren
5 mM amonyum asetat tamponu ve metanol mobil fazi (80:20, h/h) , 0.3 ml dak™
kolon akis hizi, 5 ul injeksiyon hacmi kullanilarak plazma orneklerinde ivabradin
miktar analizi yapilmistir. 0.1013-101.3 ng ml™ derisim araliginda kalibrasyon
egrisi tliretilmig, egrinin korelasyon katsayist 0.99, regresyon denklemi
y=0.045181x+0.0001796, yontemde ivabradinin miktar tayin alt sinirt 0.1013 ng
ml?, kesinlik % BSS ile degerlendirilmis ve giin i¢i % 5.5 giinleraras1 % 15’den

kiigiik ve plazmadan geri kazanim % 75.7 olarak belirlenmistir. Ayrica stabilite



calismalar1 yapilmis olup oda sicakligi, + 4 °C de 24 saat, -20 °C bir ay stabil
oldugu gozlenmistir. Onerilen LC-MS/MS yénteminde kullanilan plazma 6rnegi
100 pl’dir. Gelistirilen ve valide edilen yontemin uygulamasi igin bir goniilliiye 5
mg olacak sekilde oral yoldan ivabradin tablet igirilmistir. Farkli zamanlarda
hastadan kan alinip sivi-sivi ekstraksiyonu sonucu kromatogramlar alinmis ve pik
alan1 kalibrasyon egrisi denkleminde yerine koyularak ivabradin derisimleri
bulunmustur. Maksimum derisim 35.98 ng ml™ olarak bulunmustur. Sonug olarak
ivabradinin insan plazmasinda LC-MS/MS yontemi ile tayin edilebilecegi
gosterilmistir.

Baska bir calismada Maheshwari ve ark.® farmasétik preparatlarda
ivabradinin belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Calismada RP
Cys ters faz kolon (Spm, 250 mm x 4,6 mm), %0.5 formik asit ¢ozeltisi (pH 7)-
asetonitril (65:35; h/h) mobil fazi, 0.7 ml dak™ kolon akis hiz1, 10 ul enjeksiyon
hacmi ve 286 nm dedektor dalga boyu calisma parametrelerini kullanilmistir.
Ivabradin etkin maddesinin alikonma zamam 8.6 dakika civarindadir. Ivabradin
etkin maddesinin kromatogramlarinin alani ile derisimi g6z onilinde bulundurularak
kalibrasyon egrisi tiiretilmistir. Egrinin regresyon denklemi y=64949x ve
korelasyon katsayisi (r) 0.9989 olarak tayin edilmistir. Kesinlik bagil standart
sapma ile ifade edilmis olup giin i¢i ve giinler aras1 % BSS % 1.10°dan kiigiik
bulunmustur. Calismanin dogrulugu bagil hata ile verilmis olup giin i¢i ve giinler
arast bagil hata % 0.21’den kiiclik bulunmustur. Gelistirilen ve valide edilen HPLC
yontemi ivabradin igeren bir farmasétik dozaj formuna uygulanmis ve tabletten
geri kazanim % 98 ile % 102 arasinda bulunmustur. Sonug olarak gelistirilen
yontemin farmasotik preparatlarda ivabradin etkin maddesinin tayininde basari ile

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.



2.3. Voltametri ve Voltametrik Yontemler

Elektrokimya, c¢oziiciilerde homojen olarak ya da elektrot ¢oziicii ara
yiizeyinde heterojen olarak meydana gelen yiik ayrilmasi ve yiik aktarimu ile iliskili
olan olaylarla ilgilenir. Elektrokimya uzun bir gegmise sahiptir ve yaklasik 200 y1l
once Volta’nin elektrik pilini 1799 yilinda kesfi ile baglar. Son yillardaki
ilerlemeler oldukca fazladir. Bugilin, bilim ve teknolojinin yeni alanlarinin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynar ve kiiresel enerji ve ¢cevre sorunlarinin ¢éztiimiine
gerekli katkilar yapar.

Elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilerin birbiri arasindaki
iliskileriyle ilgilenen bir kimya dalidir. Elektrokimyanin biiylik bir kismi, bir
elektrik  akimmin  gegmesinin  neden oldugu kimyasal degisikliklerin
aragtirilmasiyla ve kimyasal reaksiyonlar sonucu elektrik enerjisinin iiretilmesiyle
ilgilenir. Aslinda, elektrokimya, c¢ok sayida farkli olaylarin, araglarin ve
teknolojilerin yer aldig: bir daldir. 2

Voltametri, potansiyel, akim, elektrik yiikk miktart ile madde miktari
arasindaki iligkiye dayanan elektroanalitik bir yontemdir. Voltametrik yontemlerin
bir kisminda potansiyel sabit tutulur veya cesitli sekillerde degistirilerek madde
miktarina bagl olarak olusan akim miktar1 incelenir. Bu elektroanalitik tekniklerle
maddelerin, kalitatif ve kantitatif analizleri yapilabilecegi gibi elektrot
reaksiyonlarinin mekanizmalar1 da incelenebilir.

Ayrica maddelerin c¢ozeltilerdeki kararliliklar1 ve ¢esitli fizikokimyasal
sabitlerinin de tayinini yapmak miimkiindiir. Voltametride, ¢alisma elektrodunun
potansiyeli zamanla degistirilirken akim Ol¢iiliir. Elektroda, zamanin bir
fonksiyonu olarak farkli potansiyellerin uygulanmasiyla olusan farkli sekillerdeki

potansiyel-zaman fonksiyonlarina uyarma sinyali denir. Asagida, voltametride



yaygin olarak kullanilan uyarma sinyallerinden ve kimyasal sistemlerin
incelenmesinde uygulanan c¢esitli elektrokimyasal yoOntemlerden bu tez
calismasinda kullanilanlar kisaca anlatilmaktadir.

2.3.1 Doniisiimlii Voltametri (CV)

Bu yontemde, potansiyel, iliggensel potansiyel dongiisii verecek sekilde
Sekil 2.2°de goriildiigi gibi, E1’den E2’ye ileri ve E2’den El’e geriye dogru
dogrusal olarak taranirken olusan akim Olgiiliir. Hiicrede olusan akimin
potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilmesiyle elde edilen akim-potansiyel
egrilerine doniisiimlii voltamogram denir.  Bir voltamogram 6rnegi Sekil 2.2°de
verilmistir. Bu sekilde, Yiik + ne” — Ind reaksiyonu igin ¢ozeltide sadece Yiik’iin
bulundugu ¢esitli dontistimlii voltamogram ornekleri goriilmektedir. Egri 1, Yik +
ne” — Ind reaksiyonu tersinir oldugunda elde edilir. ileri dogru taramada, dogrusal
taramal1 voltametrideki (LSV) gibi, Yiik’iin Ind’e indirgenmesi ile katodik bir pik
elde edilir. Geriye dogru taramada, ileri dogru tarama siiresince meydana gelen
Ind’in Yiik’e tekrar yiikseltgenmesinden kaynaklanan, anodik bir pik gozlenir.
Tersinir reaksiyonlar i¢in, katodik ve anodik pik akimlarinin biiytikliikleri (|ipk| =
lip%)) esittir ve katodik pik potansiyeli (Ep¥) anodik pik potansiyelinden (Ep®) (58/n)
mV daha negatiftir. Bunlar, tersinirlik i¢in 6nemli parametrelerdir. Ayrica, formal
redoks potansiyelini elde etmek i¢in kullanilan yar1 dalga potansiyeli, Ey/, = (Ep* +
Ep%)/2 seklinde bulunur. Tersinirligin azalmas ile iki pik potansiyeli arasindaki
fark artar. Egri 2, 6nemli derecede tersinmez olan sistemler i¢indir. Egri 1 ile
karsilastirildiginda, katodik pik ¢ok daha negatif, anodik pik ise ¢ok daha pozitif
potansiyeldedir. Sistem tamamen tersinmez ise, anodik pik olgiilebilen potansiyel

araliginda goriinmez. Tersinmez doniisiimlii voltamogram egrisinden, genellikle bir
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simiilasyon yontemi ile elektrot reaksiyonu icin kinetik parametreler (hiz sabiti ve

transfer katsayis1) hesaplanabilir.

—p =i
h“‘-u
-
e

-

Zaman — e

Sekil 2.2. Doniistimlii voltametri i¢in uyarma sinyalinin dalga sekli

Egri 3, Ind’in tersinir olarak Yiik’e tekrar yiikseltgenebildigi, tekrar
yiikseltgenmeden 6nce, Ind’in bir kisminmn elektroaktif olmayan A tiiriine
doniisebildigi bir durum igindir (Yiik <> Ind A ). Katodik pik Egri 1’deki gibi aym
sekilde goriiniir, fakat anodik pik akimi Egri 1’dekinden daha kii¢lik olur. Anodik
pik akimindaki azalmadan, k hiz sabitini elde edebiliriz. Doniigiimlii voltametride,
potansiyel tarama hizi genis bir aralikta degistirilebilir.zo

Dontistimlii voltametri, susuz ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal ¢alismalarda en
kullanish ydntemlerden biridir. Ozellikle, kararsiz bir ara iiriin veya iiriin iceren
elektrot reaksiyonlarinin incelenmesinde faydalidir. Elde edilen voltamogramlar
incelenerek reaksiyon mekanizmalar1 tahmin edilebilir ve kararsiz tiirlerin
termodinamik ve kinetik ozellikleri belirlenebilir. Ayrica, kimyasal ve
elektrokimyasal reaksiyonlarin her biri farkli reaksiyon hizlarina ve tersinirliklere
sahiptir. Bunlarin hepsi, voltamogramlara yansir. Potansiyel araligi, tarama hizi,
sicaklik, elektrodun cinsi, ¢6zeltinin bilesimi gibi ¢esitli parametreleri degistirerek
bir elektrot reaksiyonunun doniigiimlii voltamogrami alinirsa ve voltamogramlar

uygun bir sekilde analiz edilirse, elektrot reaksiyonuyla ilgili bilgi edinilebilir.2’
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Sekil 2.3. Yiik <> Ind reaksiyonuna ait tersinir (Egri 1), tersinmez (0. = 0.5 ) (Egri
2) ve tersinir fakat Ind tiiriiniin elektroinaktif bir tiire doniistiigii bir sistem (Egri 3)

icin doniisiimlii voltamogramlar

Doéntistimlii voltametri tekniginin, nicel amagla kullanimi seyrek olmakla
beraber, elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi edinilmesinde en yaygin
olarak kullanilan teknik olmasmin nedeni, redoks olaylarnin termodinamigi,
heterojen elektron-transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve takip eden kimyasal
reaksiyonlar ve adsorpsiyon olaylariyla ilgili giivenilir bilgileri hizli bir sekilde
saglamasidir.

Doniisiimlii voltametri elektroanalitik c¢aligmalarda genellikle ilk olarak
uygulanan deneysel basamaktir. Ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks
potansiyellerinin yerinin hizli bir sekilde belirlenmesini ve ortamin redoks

reaksiyonuna etkisinin degerlendirilmesini saglar.22
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2.3.1.1. Tersinir Sistemler
Tersinir bir ¢ift i¢in pik akimi (25 °C), Randles-Sevcik esitligiyle verilir.
ip= (2.69x10%) ¥2ACD *v 2

Burada n, aktarilan elektron sayisi; A, elektrodun alani (cm?); C, derisim
(mol/cm®); D, difiizyon katsayist (cm?/s) ve v, tarama hizidir (V/s). Buna gore,
akim, derisimle dogru orantilidir ve tarama hizinin karekdkiiyle artar. Basit bir
tersinir ¢ift icin, anodik pik akiminin katodik pik akimina orani 1’dir. Bu oran,
redoks reaksiyonuna eslik eden kimyasal reaksiyonlarin varligindan oldukc¢a giiclii
bir sekilde etkilenir.

Potansiyel eksenindeki piklerin konumu, redoks isleminin formal
potansiyeline baglidir. Bu yiizden, pik potansiyelleri farki, aktarilan elektron
sayisinin belirlenmesinde bir davranis kriteri olarak kullanilabilir. Buna gore, hizli
bir elektronlu reaksiyon, 59 mV’luk bir AE, gosterir. Katodik ve anodik piklerin
her ikisi de tarama hizindan bagimsizdir. Cok elektronlu bir indirgenme
gerceklesiyorsa, sistemin tersinir olmasi ig¢in voltamogramda, birbirinden iyi bir
sekilde ayrilmus ve E° degerleri birbirinden sirayla artis gosteren ¢ok sayida pikin
olmasi gerekir.”

Bir reaksiyonun tersinir oldugunun belirlenmesinde, doniisiimlii voltametri
caligmalarindan  yararlanilir ve asagidaki kriterlerin  saglanmasi elektrot
reaksiyonunun tersinir oldugunu gosterir. Bu kriterler sunlardir:

« Ep*-Ep°= 59/n mV veya E,-E,/2= 57/n mV tur.

* Eptarama hizi ile degismez.

* i’/ ip“= 1"dir ve bu oran tarama hiziyla degismez.
* ip/v1/2, tarama hiziyla degismez.

* Dalga sekli tarama hiziyla degismez.
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2.3.1.2. Tersinmez ve Yari-Tersinir Sistemler

Elektron transferinin yavas oldugu tersinmez sistemler igin, piklerin
biiyiikliigii tersinir sistemlere gore daha azalir ve pikler birbirinden epeyce ayrilir.??
Tersinmez sistemlerde, tarama hiziyla pik potansiyelinde kayma olur. Yari-tersinir
sistemlerde, pik potansiyelleri, tersinir sistemlerle karsilastirildiginda, birbirinden
olduk¢a ayridir. Bir reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de
doniisiimlii voltametri ¢alismalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu
amacla, asagidaki kriterler incelenir.?® Yari tersinir bir sistem i¢in:

i A2
Y

tarama hizina bagh degildir.
“ip® /ip“= 1"dir. (0. = 0.5 ise)
. Epk tarama hiz1 ile degisir. Bu degigsme genellikle tarama hizinin artmasi ile
negatif degerlere kayma yoniindedir.
. Epk-Epa farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda
bu degerden daha biiytiktiir ve tarama hizi ile artar.
» Tarama hiz1 arttik¢a pik genislemesi olur.
2.3.1.3. Adsorpsiyonun Déniisiimlii Voltametri ile incelenmesi
Doéniistimlii voltametri ayni zamanda, elektroaktif tiirlerin arayiizeydeki
davranisinin incelenmesinde de kullanilir. Reaktif ve {irtiniin her ikisi de,
adsorpsiyon-desorpsiyon olayinda yer alabilir. Bu durumda, almman ¢oklu
voltamogramlarda, katodik ve anodik pik akimlarmin dereceli olarak artmasi,
elektrot yiizeyinde adsorpsiyonun gostergesidir. Reaktif veya tiriiniin her ikisi degil
de, sadece biri elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbe olabilir. Bu durumda, reaktif

elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difiizyon pikinden daha negatif bir

potansiyelde bir arka pik gozlenirken, iriiniin elektrot yiizeyine kuvvetli

14



adsorbsiyonu varsa diflizyon pikinden daha pozitif bir potansiyelde bir 6n pik
gozlenir.??

2.3.2. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Puls voltametri teknikleri, Barker ve Jenkin tarafindan (1952), voltametrik
caligmalarda tayin smirini diistirmek amaciyla Onerildi. Boylece, faradayik ve
faradayik olmayan akim arasindaki oran arttirilarak, tayin smirlari 10° M’a kadar
diistirtildii. Kisaca DPV olarak gosterilen diferansiyel puls voltametrisi, organik ve
anorganik tiirlerin eser miktarlarinin 6l¢iilmesinde son derece kullanighi bir
tekniktir. Diferansiyel puls voltametrisinde, dogrusal bir potansiyel artigina gore
ayarlanmig sabit biiyiiklikkte pulslar (dE/dt), ¢alisma elektroduna belli bir siire
uygulanir (Sekil 2.4). Iki kez akim &lgiiliir. Birincisi, puls uygulanmadan énce yani
tam pulsun basladig1 anda potansiyelde bir artis olmadan, ikincisi, pulsun bitmesine
yakin bir bélgede 6l¢iiliir. Bu iki akim arasindaki fark puls olarak verilir. Sonunda,
uygulanan potansiyele karst bu akim farklarinin grafige gecirilmesiyle diferansiyel
puls voltamogrami elde edilir.?? Voltamogramlardaki pik akimlarinin yiiksekligi,
asagidaki esitlikte de goriilecegi gibi ilgili analitin derisimiyle dogru orantilidir:
Burada, o = exp[(nF/RT)(AE/2)]’dir ve AE puls genisligidir.

DPV, en ¢ok kullanilan elektroanalitik yontemlerden biridir. Normal puls
voltametrisiyle karsilastirildiginda iki {stiinliigli vardir. Birincisi, her bir analitin
analitik pikleri birbirinden kolayca ayrilabildigi icin tek bir voltamogramda pek
cok analitin belirlenebilmesini saglamaktadir. Ikinci iistiinliigii ise, diferansiyel
akimla g¢alisilmasi ve bdylece voltametrik bir pikin elde edilmesiyle analitik

duyarliligin 5.0 x 10® M 'dan 1.0x 10® M'a gelismesidir.
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Sekil 2.4. Diferansiyel puls voltametrisinde puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

2.3.3. Kare Dalga Voltametri (SWV)

Kare dalga voltametrisi, diferansiyel pulsdan daha sik tercih edilen
elektroanalitik yontemdir. Kisaca SWV olarak gosterilir ve calisma elektroduna
uygulanan potansiyel, biiyiik genislikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan
simetrik kare dalgalar seklindedir. Her bir kare dalga dongiisii boyunca, akim iki
kez 6l¢iiliir. Birincisi, ileri yondeki pulsun sonunda (t;) ikincisi ise geri yondeki
pulsun sonundadir (t;). Bu iki akim arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak grafige ge¢irildiginde kare dalga voltamogrami elde edilir (Sekil

2.5).

—

Zaman — =

Sekil 2.5. Kare dalga voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

SWV’nin en biiylik istiinliigli olduk¢a hizli bir teknik olmasidir. Etkin
tarama hizi, kare dalganin frekansi (f) ve basamak yiiksekligi (AEs) degistirilerek
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belirlenir. Boylece, birkag saniye i¢inde voltamogramlar kaydedilebilmektedir. Bu,
ortalama 2-3 dakikay1 bulan diferansiyel puls voltamograminin tamamlanmasi ile
karsilastirildiginda, kare dalga voltametrisinin analiz siiresini oldukga kisalttiginin
bir gostergesidir.”> SWV ydnteminin ikinci biiyiik iistiinligi de, kare dalga yoluyla
toplam akima kapasitif katkilarin minimuma indirilmis olmasidir. Boylece, tarama
hiz1 garpict bir sekilde arttirilabilir, 1 V/s'lik tarama hizina kolaylikla ulasilabilir.
SWV'de net akim (Al) hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha biiyiiktiir. Bu
nedenle, voltametrik pik genellikle olduk¢a kolay okunmaktadir. Bu da, yontemin
dogrulugunu arttirmakta ve diferansiyel puls voltametrisinden daha yiiksek
duyarliligin elde edilmesini saglamaktadir. Boylece 1.0x10® M'a yakin ¢ok diisiik
tayin sinirlarina inilebilmektedir. Kare dalga ve diferansiyel puls voltametrisi
karsilastirilirsa, kare dalga akimlarinin benzer diferansiyel puls cevaplarindan,
tersinir ve tersinmez sistemler igin sirasiyla 4 ve 3.3 kat daha yiiksek oldugu
sOylenebilir.

2.4. Elektrokimyasal Olcme Sistemi

Ivabradinin elektrokimyasal davranislarinin incelendigi bu calismada,
dontistimlii voltametri (CV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV), kare dalga
voltametrisi (SWV) gibi tekniklerden yararlanmak amaci ile Interface 1000 Gamry
markali elektrokimyasal sistem kullanildi. Uygulanan teknikleri otomatik olarak
gerceklestirmek ve bilgisayar kontrollii olan bu elektrokimyasal 6lgme sisteminden
elde edilen verileri degerlendirmek i¢in ana iiniteye bagli bilgisayar sistemindeki
yazilimindan yararlanildi. Elektrokimyasal sistemde, deneye baslamadan oOnce
hazirlanan c¢ozeltilerden gaz gecirilmesi ve ¢ozeltilerin karistirilmasi otomatik
olarak yapilabilmektedir. Uygun goriilen deney parametreleri sisteme girilip

onaylandiktan sonra deney tamamlandiginda deney verileri, grafik olarak elde
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edilebilmekte ve grafikler, daha once elde grafiklerle iist iiste cakistirilarak
karsilastirilabilmektedir. Ayrica, kullanilan yazilimlar, gerektiginde deney
verilerinin kopyalanarak bagka bilgisayarlara aktarilip Microsoft Excel, PowerPoint
ve Paint gibi programlardan yararlanma olanagi saglamaktadir.

2.5. Kullanilan Elektrotlar

Deneylerde, calisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot, karsit elektrot
olarak 0.5 mm c¢apinda Pt telden (BAS MW-1032) yararlanildi. Sulu ortamda
gerceklestirilen elektrokimyasal c¢alismalarda, Ag/AgCI referans elektrodu (BAS
MF-2052 RE-5B) kullanildi. Caligmada kullanilan sulu ortam Ag/AgCl referans
elektrodu, kullanilmadigi zaman 3.0 M KCl ¢ozeltisinde saklandi.

2.6. Kullanilan Cozeltiler

2.6.1. Destek Elektrolit Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal olaylarda elektro aktif olan maddenin elektrot yiizeyine
tasinma basamaklarinin ayni1 anda olmamasi olayr basitlestirmektir. Bu tasima
sistemleri arasinda engellenmesi en kolay olam1 gé¢ (migrasyon) olayidir. Bunun
icin ¢alisilan ortama kolayca iyonlasan bir tuz, elektrokimyasal ozellikleri
incelenen maddeninkinden ¢ok daha yiiksek derisimlerde ilave edilir. Bu tuza ya da
bu tuzu igeren c¢oOzeltiye “destek elektroliti” adi verilir. Destek elektrolitinin
derisimi incelenen maddenin derisiminden 100 kat daha fazla olmalidir. Miktar
tayini ¢alismalarinda ve kinetik incelemelerde analizi yapilacak maddeleri kolayca
cozebilen, uygun pH aralifi saglayan ve oldukc¢a diisiik akim veren cozeltiler
destek elektroliti olarak se¢ilmistir. Deneylerde destek elektroliti olarak 0.1 M
LiClO4, 0.5 M H,SO, ile degisik yapida asidik ve bazik tampon ¢o6zeltiler

kullanilmastir.
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2.6.2. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislar

Deneylerde tampon ¢ozelti olarak asetat, fosfat ve Britton-Robinson
tamponlart kullanilmistir.

Asetat tamponu i¢in 1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmis ve 5 M NaOH ile
istenen pH degerlerine ayarlanmigtir. Bu tamponla pH 3.5-5.99 araliginda
caligilmistir.

Fosfat tamponu i¢in 0.2 M NaH,PO, . 2 H,O ¢ozeltisine 5.0 M NaOH
cozeltisi eklenerek istenen pH’ya ayarlanmistir. Bu tamponla pH 2-12 araliginda
caligilmistir.

Britton-Robinson tamponu i¢in 0.04 M H3BO3, 0.04 M H3PO,4 ve 0.04 M
CH3COOH igeren 1000 mL ¢ozelti bidistile su kullanilarak hazirlanmis ve 5.0 M
NaOH cozeltisi ile istenen pH degerine ayarlanmistir. Bu tamponla pH 2-12
araliginda ¢alisilmistir. Sulu ortam ¢alismalarinda, pH 2-12 arasinda kullanilabilen
Britton-Robinson (BR) tamponu destek elektrolit ortami tercih edilmistir.

2.7. Doniisiimlii Voltametri Deneyinin Yapilisi

Ivabradin etkin maddesinin doniisiimlii voltametri deneyleri i¢in hiicre
standina, deneyde kullanilacak ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve karsit
elektrot yerlestirilerek ti¢lii elektrot sistemi olusturuldu. Calisma elektrotu camsi
karbon elektrot, referans elektrotu Ag/AgCI elektrot, karsit elektrot olarak da platin
tel kullanilmistir. Cozeltiden 5 dakika argon veya azot gazi gecirilerek ortamdan
oksijenin uzaklagmasi saglandiktan sonra farkli potansiyel araliklarinda doniisiimli
voltamogramlar1 alindi. Akimin pratik olarak ¢ok diisiik oldugu ve degismedigi
potansiyel araligi, potansiyel penceresi olarak belirlendi.

Daha sonra ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrot, incelenen

ivabradin c¢ozeltilerine daldirilarak sistemden 5 dakika azot gazi gegirildi.
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Ardindan, belirlenen potansiyel araliklarinda doniisiimli voltamogramlart alindi ve
ivabradinin indirgenme ve yiikseltgenme piklerinin incelenmesi i¢in en uygun
potansiyel aralig1 se¢ildi.

Ivabradinin voltamogramlarina tarama hizinim etkisini incelemek amaciyla,
deney ¢ozeltilerinin, farkli tarama hizlarinda ve her tarama hizi ¢alismasindan once
cozeltiden belirli bir siire azot gaz1 gecirilerek voltamogramlar: alindi. Ayrica, ayni
cozeltiler kullanilarak ¢oklu voltamogramlart da elde edildi. Her tarama 6ncesinde
camsi1 karbon elektrot temizlendi.

2.8. Kare Dalga Voltametri Deneyinin Yapihisi

[vabradinin kare dalga voltametri calismalar;, doniisiimli voltametri
caligmalarinda kullanilan ayni elektrokimyasal hiicrede, daha 6nceden belirlenen
potansiyel araliginda, SWV tekniginin en 6nemli parametresi olan frekansi 15 Hz
degerinde, kare dalga genligini 25 mV degerinde ve basamakli adim yiiksekligini 4
mV degerinde sabit tutarak voltamogramlar alindi. Elde edilen voltamogramlardaki
pik akimi ve pik potansiyelleri kaydedildi. Pik akiminin derigimle iliskisini
belirlemek amaciyla, farkli derisimlerdeki ivabradin ¢ozeltileri igin elde edilen pik
akimlari derisime kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi.

2.9. Diferansiyel Puls Voltametri Deneyinin Yapilisi

Ivabradin igin gerceklestirilen diferansiyel puls voltametri calismalari,
doniistimlii voltametri ¢alismalarinda kullanilan ayni elektrokimyasal hiicrede
gerceklestirilmistir. DPV kullanilarak ivabradin ¢ozeltisinin adsorptif diferansiyel
puls voltametri ile analizinde ve puls voltametrisi ile analizinde puls genligi 5, 10,
25, 50 ve 100 mV degerler denenmis ve puls genliginin artmasiyla pik
potansiyelinin pozitif degerlere kaydig1 ve pik akiminin arttig1 gozlenmistir. Ancak

cok kiigiikk ve cok biiyiik puls genlikleri ile tekrarlanabilir sonuglar alinamamasi
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iizerine ¢aligmalarda 50 mV puls genligi degerinde voltamogramlar alinmistir. Elde
edilen voltamogramlardaki pik akimi ve pik potansiyelleri kaydedilmistir. Pik
akiminin derisimle iliskisini belirlemek amaciyla, farkli derisimlerdeki ivabradin
cozeltileri icin elde edilen pik akimlari derisime karsi grafige gegirilerek
kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

2.10. Yontem Gecerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), tiriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif
veya kantitatif analizlerde se¢ilen yontem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde
uygulanabilir oldugunu gostermek icin yapilan testlerin tiimidiir.?** Secilen
analitik yontemin gegerliligini gostermek i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Saklanan Orneklerin Kararlilig1 (Stabilite)
4. Dogrusallik

5. Segicilik

6. Duyarlilik

7. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlarda ve biyolojik ortamlarda etkin maddelerin
miktarlarinin belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gegerlilik testlerinin yapilmis
olmas1 gerekmektedir.

2.10.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuclarin gercek degere veya gergek
olarak kabul edilen degere yakinlig1 olarak ifade edilir ve bagil ya da mutlak hata
ile verilir. Kesinlik ise, analitik bir islemde 6nceden belirlenmis kosullar altinda

aynt homojen Ornekten bircok Ornekleme yapilir ve bu Orneklerin herbirinden
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alinan bir seri 6l¢lim sonuglarinin birbirine yakinlig1 olarak ifade edilir ve % BSS
(bagil standart sapma) ile verilir.

i) Giinici kesinlik: Bir birinden bagimsiz bicimde hazirlanmis numunelerin ayni
giin igerisinde tekrarlayan analiz sonuclarinin birbirine yakinligi (n=6, n:6l¢iim
sayis1) % BSS degeri ile verilir.

ii) Giinler aras1 kesinlik: Bir birinden bagimsiz bigimde hazirlanmis numunelerin
farkli gilinler (en az alt1 giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarinin
birbirlerine olan yakinlik Ol¢iisiidiir. Bu g¢alismayla elde edilen degerler ayni
zamanda yontemin uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

2.10.2. Orneklerin Kararhhig (Stabilite)

Saklanan Orneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin
olmak i¢in yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Etkin maddeyi iceren
kan Orneklerinin normal laboratuar kosullarinda nem, sicaklik, hava ve orneklerin
dondurulup-eritilmesi (-20 °C bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda etkin
maddenin bozunmadan sabit kaldig1 siire tespit edilmeli ve aymi zamanda elde
edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedir.

2.10.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik
belirlendikten sonra c¢ozeltinin derisimine kars1 elde edilen cevaplar grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi
yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir.

Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel bir 6l¢iisiidiir.
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2.10.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir
Olctistdiir.

2.10.5. Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri
numune i¢indeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik
derisimdir. Kromatografik ¢aligmalarda tayin alt smir1 degeri, pik yiiksekliginin
giiriiltii yiiksekligine oranin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

2.10.6. Gozlenebilme (Teshis) Simir1 (LOD)

Bir analitik yontemin goézlenebilme (teshis) siniri, bir drnekteki incelenen
bilesigin belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim
kantitatif tayin i¢in tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olamayip sadece bir
sinir  degeridir. Kromatografik c¢aligmalarda goézlenebilme smirt degeri, pik
yiiksekliginin giiriiltii yliksekligine oranin 3 oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.10.7. Geri Kazanim

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

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Ivabradin (Merck, Almanya)
Coralan tablet (Eczane, Erzurum, Tiirkiye)
Asetonitril (HPLC grade, Merck, Almanya)
Deiyonize su (Millipore)
Azot gaz1 (N2) (% 99.9 saflikta, Erzurum, Tiirkiye)
3.2. Kullanilan Cihazlar
Etiiv (Memmert)
Ultrasonik banyo (Elma LC 30)
Terazi (Metler Toledo)
Karstiricr (Vorteks, IKA)
3.3. Voltametrik Yontem Sartlari

Voltametrik Olglimler doniisiimlii, dogrusal taramali, kare dalga ve
diferansiyel puls voltametri yontemleri kullanilarak 0.8-1.4 V potansiyel araliginda
Gamry Interface 1000 markali potansiyostatta gerceklestirildi. Calismada camsi
karbon elektrot indikator elektrot, Ag/AgCI referans elektrot ve karsit elektrot
olarak platin tel kullanildi. Elektrotlar her ol¢glimden sonra farkli partikiil
biiytikliigiine sahip alimiina ile temizlendi. 0.8-1.4 Volt potansiyel araliginda
backraund ve ivabradin ¢ozeltilerinin doniisiimlii ve dogrusal taramali voltametride
taramast 100 mV tarama hizinda gerceklestirildi. Voltamogramda +1.21 Volt
potansiyelde bir tane oksidasyon piki gozlendi. +1.21 Volt potansiyeldeki pik
akimlariin degerlerinde dogrusallik saglandigindan +1.21 Volttaki potansiyelde

derisime kars1 pik akim degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi tiiretildi.
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4. BULGULAR

4.1. Voltametri Yoéntemi

4.1.1. Doniisiimlii Voltametri Calismalar

Ivabradinin elektrokimyasal davramslarini incelemeden &nce, Britton-
Robinson (BR) ortami igin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, BR tamponu
ortaminda 30 pg ml™? olarak hazirlanan ve pH’st 2 olan ¢ozeltinin doniistimlii
voltamogrami alindi ve Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1°den de goriilecegi gibi 0.8 ile
1.4 V araliginda ¢6ziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine
rastlanmadi. Bu nedenle, ¢alismaya uygun potansiyel penceresinin 0.8-1.4 V olarak
secilmesine karar verildi. BR tamponu ile hazirlanan ivabradin ¢ozeltilerinin, 0.1
V/s tarama hizinda, 0.8-1.4 V potansiyel araliginda camsi karbon elektrot
kullanilarak alinan doniisiimlii voltamogrami Sekil 4.1°de verilmektedir.

5,000 ui

2)

4,000 uA

T 2000uA
E

(1)

0,000 A

-2,000 uA
6000 mv 8000 mv 1,000V 1,200V 1,400 W 1,600V

Wi W ws. Ref)

Sekil 4.1. 30 pg ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2) cams1
karbon elektrotta elde edilen doniisiimlii voltamogramlari (v: 0.1 V st 1: destek

elektrolit, 2: ivabradine ait anodik pik)

Sekil 4.1’de elektrokimyasal davranigi incelenen ivabradine ait, asidik

bolgede elde edilen voltamogramda, bir anodik pik goézlenirken katodik pike
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rastlanmadi. Asidik ortamda (pH 2) anodik pik potansiyeli i¢in +1.21 V’dur.
Voltamogramlarda bir katodik pikin gozlenmemesi, ivabradinin yiikseltgenmesinin
tersinmez olabileceginin bir gostergesidir. Ancak, katodik pike rastlanmamasi
mutlaka elektron aktarim basamaginin tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii
elektron aktarim basamagini takip eden hizli bir kimyasal reaksiyon gerceklesirse,
katodik pik gozlenemeyebilir. Ayrica, farkli tarama hizlarinda alinan dogrusal
taramal1 voltametri deneylerinden elde edilen voltamogramlardan yararlanilarak da

bu diisiincemiz dogruland (Sekil 4.2).

10,00 uA

5,000 ua,

Im (A}

0,000 4

=5,000 ui
6000mVv &8000m\v 1000V 1200V 1,400V 1,600V

V(W vs. Ref)

Sekil 4.2. 30 ug ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2) camst
karbon elektrotta elde edilen dogrusal taramali voltamogramlari (v: 0.025 V s,

005Vsto01vsto02vst04vst06Vst08Vs?
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30 pg ml™ ivabradin maddesinin, BR ortaminda, camsi karbon elektrotta,
0.025-0.8 V s arasindaki farkhi tarama hizlarinda alinan dogrusal taramal
voltamogramlarinda, tarama hiz1 artttkga pik akimlarmin arttigt ve pik
potansiyellerinin pozitife kaydigi gozlendi (Sekil 4.2).

Pik potansiyelinin yiiksek tarama hizlarinda pozitife kaymasi kriteri de,

sistemin tersinmezliginin bir gostergesidir.”*?* Ayrica v-Ip, V2

-Im ve log v-log I
grafiklerinde akim fonksiyonunun tarama hizina bagl olmasi da sistemin tersinmez
olabilecegini diisiindiirdii.

Asagidaki sekillerde 30 pug ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2)

cams1 karbon elektrotta, dogrusal taramali voltamogramlarindan elde edilen pik

potansiyellerinin tarama hizina gore degisimleri verilmistir (Sekil 4.3-5).

5000 -

8000 1 y=38,5059x +969,8
7000 - Rl = 0,9946

6000
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Im{nA)

4000
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2000
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0 200 400 600 200 1000

w(mv 51
Sekil 4.3. 30 pg ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2) cams1 karbon

elektrotta elde edilen tarama hizina kars1 dogrusal taramali pik akim grafigi

27



9000
8000
7000
e000

5000

Im{nA)

4000

3000

2000

1000

y = 296,9x - 1092,8
R?=0,9901 *
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Sekil 4.4. 30 pg ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2) cams1 karbon

elektrotta elde edilen tarama hizinin kare kokiine kars1 dogrusal taramali

4,1
3,9
3,7
3,5

3,3

logIm (nA)

3,1
2,9
2,7

2.5

pik akim grafigi

y = 0,6065x + 2,0912
R*=0,9921

log v (v 57

Sekil 4.5. 30 pg ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2) camsi karbon

elektrotta elde edilen tarama hizinin logaritmasina karsi dogrusal taramali

logaritmik pik akim grafigi

28



4.1.2. ivabradinin Adsorpsiyon Ozelligi

Organik maddelerin 6nemli bir kismi, elektrot yiizeyine adsorbe olur ve bu
molekiillerin elektrot yiizeyine adsorbe olmasi elektrot reaksiyonlarini 6nemli
oOlciide etkilemektedir. Cesitli voltametrik teknikler i¢in gelistirilmis olan difiizyon
esitlikleri ise, adsorpsiyon olay1r s6z konusu oldugunda gecerli olmaz. Bazi
durumlarda ise maddenin elektrot yiizeyine adsorbe olmasi bir avantaj haline
doniistiiriilerek hassas olarak tayin edilebilmesi miimkiindiir. Bu nedenle,
ivabradinin elektrot yilizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi gerekir.
Bu amagla kullanilan en 6nemli elektrokimyasal yontemlerden biri dontigiimlii
veya dogrusal taramali voltametridir. ivabradinin elektrot yiizeyine adsorbe olup
olmadig1 farkli tarama hizlarinda doniisimli voltamogramlar: almarak pik
akimlarmin tarama hiziyla degisiminden yararlanildi.

Bu amagcla log ip-log v grafikleri Sekil 4.5’te ¢izildi. Bilindigi gibi,
difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve doniisiimlii voltamogramdaki pik akimim
veren Randless-Sevcik esitliginden, log ip ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir
dogru elde edilir. Maddenin elektrot ylizeyinde adsorpsiyonu séz konusu ise, bu
bagintidan ve dolayisiyla 0.5’den sapmalar meydana gelir ve genellikle bu
durumda grafiklerin egimi 0.5’den biiytlik olur.?* Ayrica ¢oklu CV deneylerinde ilk
dongiide akim 2000 nA iken ikinci ve sonraki dongiilerde akim azalmakta ve sabit
kalmaktadir. Bu durum reaktifin elektron yiizeyine adsorbe olmasi neticesinde pik
akiminda bir azalmaya sebep oldugu diisiiniilmiistiir.”*

4.1.3. Pik Akimina pH’nin Etkisi

Organik molekiillerin elektrot tepkimelerinin ¢ogunda proton gorev alir. Bu
nedenle akim-potansiyel iligskileri pH’ya bagimli olur. Voltametrik ¢alismalarda bu

bagimhiligin olusturacagi hatalardan kurtulmak igin ¢ozeltilerin tamponlanmasi
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gerekir. Segilen tampon c¢alisma penceresini daraltmayacak nitelikte olmalidir.
Analitlerin akim potansiyel iligkilerinin pH’ya bagliligi géz oniline alindiginda,
destek elektrolitin pH’s1 ayarlanmalidir.

30 pg ml™ ivabradinin pik akimina, pH’nin etkisini incelemek amaciyla,
dogrusal taramali voltamogramlarindan yararlanildi. BR tamponu ve 1 M NaOH
kullanilarak farkli pH’larda hazirlanan 10 ml’lik ¢ozeltilerde c¢alisildi. Pik
akimlarinin pH ile degisimi grafige gecirildi (Sekil 4.6). Sekil 4.6’da gorildigi
gibi pH 2-12 arasinda pik akimi degerleri birbirine yakindir. pH 2’de ise en yiiksek
pik akimi degeri elde edilmistir. Bu verilere gore en yiiksek akim degerinin elde

edildigi pH optimum pH olarak belirlenmistir.

4000
3500
o
3000 e
:é 2500 - e
= -
S 2000 = .
| -
. "
5 1500 0.5 M HzS0,
L ® (.04 MBR tamponu
1000 0.2 M asetat tamponu
500 0.2 M fosfat tamponu
0

0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 4.6. 30 pg ml™ ivabradinin farkli tampon ¢ézeltilerinde camsi karbon

elektrotta elde edilen pH ile dogrusal taramal1 pik akiminin degisimi grafigi
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4.1.4. Pik Potansiyeline pH’nin Etkisi

Sekil 4.7°deki dogrusal taramali voltametri yontemi ile potansiyelin pik
akimi ile degisim grafigine bakildiginda 1200 mV’da pik akiminin maksimum
degerde oldugu goriilmektedir. 1200 mV’dan 1000 mV’a kadar akim belli bir
Olciide azalmig ve 1050 mV ve 1000 mV degerleri arasinda sabit kaldig:

goriilmistiir. Bu nedenle en uygun potansiyel 1200 mV olarak belirlenmistir.

1400
1200 L.
- * e B
£ 1000 < 2 " =
— ) . =]
o
= 800
-
% 600 | ® 0.5 MH;S0,4
o m 0.04 MBR tamponu
400
0.2 M asetat tamponu
200 0.2 M fosfat tamponu
0

Sekil 4.7. 30 pg mI™ ivabradinin farkli tampon ¢ézeltilerinde camsi karbon

elektrotta elde edilen pH ile dogrusal taramali pik potansiyelinin degisimi grafigi

4.2. Dogrusal Taramal Voltametri (LSV) Deneyinin Yapihsi

Dogrusal taramali voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal
hiicrede, daha once yapilan LSV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde,
LSV yontemi i¢in gerekli parametreler ayarlandiktan sonra ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Ivabradinin stok standart c¢ozeltisinden elde edilen farkli

derisimler i¢in voltamogramlarin pik akimlar1 kaydedilmistir.
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4.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

fvabradin, BR tamponu (pH 2) iginde 100 pg ml™ derisimde stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip BR tamponu (pH 2)
cozeltisi ile seyreltilerek 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 ug ml? derisimlerde ivabradin
standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Ivabradinin +1.21 Volt potansiyeldeki

voltamogramlari alindi (Sekil 4.8).

4,000 us
3,000 ua

2,000 ua

Im (#)

1,000 ua
0,000 &

=1,000 us
6000 mVv  &000 mv 1,000V 1,200V 1,400 W 1,600V

VT (W ve. Ref)

Sekil 4.8. ivabradin etkin maddesinin BR tamponu ortaminda (pH 2) dogrusal
taramal1 voltamogramlar1 (5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml'l)
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4.2.2. Dogrusal Taramali Voltametri Yonteminin Gecerlilik Testi
(\Validasyonu)

4.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

5-40 pg ml™ derisim araliginda ivabradin ¢ozeltilerinin derigimlerine karsi
+1.21 V potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile

kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.9).

4000 -
¥ =689,574x + 935,11

R*=0,9918

3500 -+

3000 -+

2500 -+

Akim (nA)

2000 -

1500 -

1000 -

500 4

0

0 10 20 30 40
Derisim { g mi?)

Sekil 4.9. Dogrusal taramal1 voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Dogrusal taramali voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglari1 Tablo 4.8’de verildi.
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Tablo 4.1. Dogrusal taramali

egrisinin istatistiki degerleri

voltametrik ¢alismada ivabradine ait kalibrasyon

Parametreler

Dogrusal Taramah Voltametri

Potansiyel (E: V) +1.21
Dogrusal aralik (ng ml™) 5-40
Regresyon dogrusu denklemi A=69.574x+935.11
S 9.43

So 0.542
Korelasyon katsayist (r) 0.9918

S, 1.93x10°°

Sa: Kaymanin standart sapmasi, Sy: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart
sapmasi

4.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Ivabradin igin kalibrasyon egrisinin en kiiciik degerinden daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirland1 ve pik akimlart ii¢ kez okundu. Okunan
degerlerin yiizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil
standart sapma degeri % 20’den kiiclik olan derisim gozlenebilme sinir1 ve %
10’dan kiiciik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Dogrusal
taramali voltametrik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri
sirastyla 0.5 pg ml™ ve 1.5 ug ml™ olarak bulundu.

4.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giinigi ve gilinler arasi degiskenlerle
belirlendi. Kalibrasyon egrileri igine diisen {ii¢ farkli derisimdeki ivabradin
cozeltilerinin glinici ve glinler arasi (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlari ti¢
kez okundu. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi.
Yontemin giini¢i ve gilinler arasi kesinligi yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve

dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.2°de verildi.
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Tablo 4.2. Dogrusal taramali voltametrik yonteminin giini¢i ve gilinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinici Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi™) sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.29+0.19 -2.80 2.61 7.88+0.23 5.06 291
17.5 18.60+0.32 6.29 1.72 18.13+£0.30 3.60 1.65
375 35.50+0.79 -5.33 2.22 39.4440.81 5.17 2.05

4.2.2.4. Kararhlik (Stabilite)

Ivabradin stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil)
kaldig siireyi belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gerceklestirildi. Bunun igin
ivabradinin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ézeltileri oda sicaklig, 4 ve -20 °C’de
24 ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda c¢ozeltilerin pik akimlari
oOl¢iildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile

kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.3’de verildi.

Tablo 4.3. ivabradinin dogrusal taramali voltametrik yontemle belirlenen kararlilik

(stabilite) degerleri

Oda Oda

Eklenen y y 4°C 4°C -20°C -20°C

(ng ml™) S;Zaiﬁl S;%agﬁl 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 98.2+£427 101.3£4.78 99.4+£3.74 101.2+426 97.4+425 101.2+3.92
20 99.6+5.84 992+349 982+498 99.6+£3.48 101.2+3.84 98.6+4.68
30 98.4+343 98.6+4.09 101.3+£3.62 101.4+3.64 102.3+4.68 101.4+5.06

4.2.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Gelistirilen ve gegerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu gérmek amaciyla ivabradin igeren farmasotik preparatda etkin madde

miktar analizi yapildi. Bu ¢alisma i¢in ivabradin igceren Coralan tabletten sirasiyla
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20 pg ml™ ve 30 pg mi™ derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltilerin dogrusal
taramal1 voltamogramlar1 alinip pik akimlar1 okundu. Voltamogramlar standart

¢ozeltilerin voltamogramlari ile karsilastirildi ve Sekil 4.10°da verildi.

4,000 uA
3,000 uA
< 2,000uA
E
1,000 uA

0,000 A
000 mY  E000mY 1,000V 1,200 1,400 1,500V
VTV vs. Ref)

Sekil 4.10. Coralan farmasoétik preparatinin dogrusal taramali voltametrik

voltamogramlari (20 pg ml™ ve 30 pg mi™)

4.2.2.6. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalari standart ekleme yontemi
ile yapildi. Coralan tabletten 5 pg ml™ derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak pik
akimlar1 okundu. Sonra bu c¢ozeltiler iizerine ivabradinin 3 farkli derisimdeki
standart ¢ozeltileri eklendi ve giini¢i ve giinler aras1 (farkli giinlerde en fazla iki
giin) pik akimlar belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki
standart ¢ozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar ylizde geri

kazanim olarak Tablo 4.4’de verildi.
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Tablo 4.4. Dogrusal taramali voltametrik yontemle belirlenen farmasotik

preparatlarin giini¢i ve  giinler aras1 geri kazanim degerleri

Gilinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunantstd.  Geri % Bulunan +std. Geri %
(ug ml™) sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
5 49+0.13 98.0 2.65 5.1+£0.18 102.0 3.53
Coralan 15 14.8+0.27 98.7 1.82 14.8 £ 0.25 98.7 1.69
(5 ug ml) 35 3544073 1011 206 3524167 1006  4.74

4.3. Kare Dalga Voltametri (SWV) Deneyinin Yapihisi

Kare dalga voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede,
daha once yapilan SWV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, SWV
yontemi  i¢in  gerekli  parametreler  ayarlandiktan  sonra  caligsmalar
gerceklestirilmistir. Ivabradinin stok standart cozeltisinden elde edilen farkli
derisimler i¢in voltamogramlarin pik akimlar1 kaydedilmistir.

4.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ivabradin BR tamponu (pH 2) i¢inde 100 pg ml™? derisimde stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip BR tamponu (pH 2)
cozeltisi ile seyreltilerek 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml™ derisimlerde ivabradin
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Ivabradinin +1.20 Volt potansiyeldeki

voltamogramlart alind1 (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Ivabradin etkin maddesinin BR tamponu ortaminda (pH 2)
kare dalga voltamogramlari (5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml™)

4.3.2. Kare Dalga Voltametri Yonteminin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.3.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi
5-40 pg ml™ derigim araliginda ivabradin c¢ozeltilerinin derisimlerine karsi

+1.20 V potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gegirilmesi ile

kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kare dalga voltametrik yontem kalibrasyon egrisi
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Kare dalga voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin
regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4.5. Kare dalga voltametrik ¢alismada ivabradine ait kalibrasyon egrisinin

istatistiki degerleri

Parametreler Kare Dalga Voltametri

Potansiyel (E: V) +1.20

Dogrusal aralik (png ml™) 5-40
Regresyon dogrusu denklemi A=38.061x+178.17

S 9.241

So 0.436
Korelasyon katsayist (r) 0.9904

S, 1.06x10°®

Sa: Kaymanin standart sapmasi, Sy: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart
sapmasi

4.3.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Ivabradin igin kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar ii¢c kez okundu. Okunan
degerlerin yiizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil
standart sapma degeri % 20’den kiiclik olan derisim gozlenebilme smir1 ve %
10°dan kiigiik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Kare dalga
voltametrik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0.3
ug mi™ ve 0.9 ug ml™ olarak bulundu.

4.3.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giinigi ve gilinler arasi degiskenlerle
belirlendi. Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen tUi¢ farkli derisimdeki ivabradin
cozeltilerinin glinici ve glinler arasi (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlari ti¢

kez okundu. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi.
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Yontemin giinici ve glinler arasi kesinligi yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve

dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.6’da verildi.

Tablo 4.6. Kare dalga voltametrik yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve

kesinlik degerleri

Giinici Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi™) sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.67+0.41 2.26 5.34 7.314£0.31 -2.53 4.24
175 17.95+0.62 2.57 3.45 16.47+0.81 -5.88 4.92
37.5 39.44+0.81 5.17 2.05 35.50+0.79 -5.33 2.22

4.3.2.4. Kararhlik (Stabilite)

Ivabradin stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil)
kaldig siireyi belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gerceklestirildi. Bunun i¢in
ivabradinin i¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakligi, 4 ve -20 °C de
24 ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlari
ol¢iildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile

kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7. Ivabradinin kare dalga voltametrik yontemle belirlenen kararlilik

(stabilite) degerleri

Eklenen  Oda sicakligi  Oda sicakligi 4°C 4°C 20°C -20°C

(ug ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 97.4+£4.25 99.6 + 5.84 99.2+3.49 101.2+4.26 102.3+4.68 101.4+5.06
20 101.2+3.84 98.2+4.27 101.3+4.78 99.6 + 3.48 98.6 £4.09 101.3+3.62
30 98.4+3.43 101.2+3.92 99.4+3.74 101.4+3.64 98.6 +4.68 98.2 £4.98

40



4.3.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu gérmek amaciyla ivabradin iceren farmasotik preparatda etkin madde
miktar analizi yapildi. Bu ¢alisma igin ivabradin igeren Coralan tabletten sirasiyla
20 pg mI™ ve 30 pg ml™ derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltilerin kare dalga
voltamogramlar1 alinip pik akimlar1 okundu. Voltamogramlar standart ¢ozeltilerin
voltamogramlari ile karsilastirildi ve Sekil 4.13’te verildi.

1,500 ud

1,000 uh

Iif ()

00,0 nA

0,000 A
g00,0 mv  S000 mv 1,000V 1,200V 1,400V 1,600 W
Vatep (W)

Sekil 4.13. Coralan farmasoétik preparatinin kare dalga voltametrik
voltamogramlari
(20 ug mI™ ve 30 ug ml™)
4.3.2.6. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligmalar1 standart ekleme yontemi
ile yapildi. Coralan tabletten 5 pg ml™ derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak pik
akimlar1 okundu. Sonra bu c¢ozeltiler iizerine ivabradinin 3 farkli derisimdeki

standart ¢ozeltileri eklendi ve giini¢ci ve gilinler arast (farkli giinlerde en fazla iki

41



giin) pik akimlar1 belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri aymi derisimdeki
standart ¢ozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuclar yiizde geri
kazanim olarak Tablo 4.8’de verildi.

Tablo 4.8. Kare dalga voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatlarin

giinici ve giinler arasi geri kazanim degerleri

Gilinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunantstd.  Geri % Bulunan +std. Geri %
(ug ml™) sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
5 5.1+0.18 102.0 3.53 49+0.13 98.0 2.65
Coralan 15 14.8+0.25 98.7 1.69 14.8+0.27 98.7 1.82
(5 ug ml) 35 3524167 1006 474  354+073 1011  2.06

4.4. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Deneyinin Yapilisi

Diferansiyel puls voltametri deneylerinde kullanilan elektrokimyasal
hiicrede, daha 6nce yapilan DPV deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde,
DPV yontemi ic¢in gerekli parametreler ayarlandiktan sonra c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Ivabradinin stok standart c¢dzeltisinden elde edilen farkl
derisimler i¢in voltamogramlarin pik akimlar1 kaydedilmistir.

4.4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ivabradin BR tamponu (pH 2) i¢inde 100 pg ml™? derisimde stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip BR tamponu (pH 2)
cozeltisi ile seyreltilerek 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pug ml™? derisimlerde ivabradin
standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Ivabradinin +1.18 Volt potansiyeldeki

voltamogramlar alind1 (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Ivabradin etkin maddesinin BR tamponu ortaminda (pH 2) diferansiyel
puls voltamogramlari (5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 pg ml™?)

4.4.2. Diferansiyel Puls Voltametri Yonteminin Gegerlilik Testi

(\Validasyonu)

4.4.2.1. Dogrusal Aralk ve Kalibrasyon Egrisi

5-40 pg ml™ derisim araliginda ivabradin c¢dzeltilerinin derisimlerine karsi
+1.18 V potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile

kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Diferansiyel puls voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Diferansiyel puls voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.9°da verildi.

Tablo 4.9. Diferansiyel puls voltametrik ¢alismada ivabradine ait kalibrasyon

egrisinin istatistiki degerleri

Parametreler

Diferansiyel Puls Voltametri

Potansiyel (E: V)

Dogrusal aralik (pug ml™)
Regresyon dogrusu denklemi

Sa
Sp

Korelasyon katsayist (r)

S,

+1.18
5-40
A=13.625x+75.045

5.47
1.246
0.9986

2.44x10°

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

sapmasi
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4.4.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

[vabradin igin kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar ii¢ kez okundu. Okunan
degerlerin yiizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil
standart sapma degeri % 20’den kiiciik olan derisim gozlenebilme sinir1 ve %
10°’dan kiiciik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi.
Diferansiyel puls voltametrik yontemin gozlenebilme sinirt ve tayin alt simiri
degerleri sirastyla 0.3 ug ml™ ve 0.9 ug ml™ olarak bulundu.

4.4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giinici ve giinler arast degiskenlerle
belirlendi. Kalibrasyon egrileri igine diisen {ii¢ farkli derisimdeki ivabradin
cozeltilerinin giini¢i ve glinler aras1 (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlar {i¢
kez okundu. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi.
Yontemin giini¢i ve gilinler arasi kesinligi ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve
dogruluk da bagil hata ile Tablo 4.10’da verildi.

Tablo 4.10. Diferansiyel puls voltametrik yonteminin gilini¢i ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi?) sapma hata BSS sapma BSS
7.5 7.69+0.25 2.53 3.25 7.7940.34 3.86 4.36
175 16.81+0.71 -3.94 4.22 18.42+0.77 5.25 4.18
375 39.44+0.81 5.17 2.05 35.50+0.79 -5.33 2.22

4.4.2.4. Kararhlik (Stabilite)
Ivabradin stok ve standart ¢ozeltilerinin ¢alisma siiresince kararli (stabil)
kaldig: siireyi belirlemek amaciyla kararlilik ¢alismasi gerceklestirildi. Bunun i¢in

ivabradinin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ézeltileri oda sicaklig, 4 ve -20 °C’de
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24 ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda c¢ozeltilerin pik akimlar
ol¢iildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile

kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11. ivabradinin diferansiyel puls voltametrik yontemle belitlenen kararlilik

(stabilite) degerleri

Eklenen  Oda sicaklizi  Oda sicaklig: 4°C 4°C -20°C -20°C

(ug ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
10 99.6+3.48 101.2+3.84 98.6+4.68 101.2+426 974+425 101.2+3.92
20 101.3+478 99.4+374 1014+506 982427 101.4+3.64 102.3+4.68
30 992+349  982+498 101.3+3.62 99.6+584 984+343  98.6+4.09

4.4.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir
oldugunu gérmek amaciyla ivabradin igeren farmasotik preparatda etkin madde
miktar analizi yapildi. Bu ¢aligma i¢in ivabradin igceren Coralan tabletten sirasiyla
20 pg mi™ ve 30 pg ml™ derisimlerde ¢dzeltiler hazirlandi. Cozeltilerin diferansiyel
puls voltamogramlart alinip pik akimlari okundu. Voltamogramlar standart

¢ozeltilerin voltamogramlari ile karsilastirildi ve Sekil 4.16°da verildi.
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Sekil 4.16. Coralan farmasdotik preparatinin diferansiyel puls voltametrik

voltamogramlari (20 pg ml™ ve 30 pg mi™)

4.4.2.6. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim g¢aligmalar1 standart ekleme yontemi
ile yapildi. Coralan tabletten 5 pg ml™ derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak pik
akimlart okundu. Sonra bu ¢ozeltiler {lizerine ivabradinin 3 farkli derisimdeki
standart ¢ozeltileri eklendi ve giini¢i ve giinler aras1 (farkli giinlerde en fazla iki
giin) pik akimlar belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki
standart cozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar ylizde geri

kazanim olarak Tablo 4.12°de verildi.
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Tablo 4.12. Diferansiyel puls voltametrik yontemle belirlenen farmasotik preparatin

giinici ve  glinler aras1 geri kazanim degerleri
Gilinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunantstd.  Geri % Bulunan +std. Geri %
(ug mi™h sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
5 5.1£0.18 102.0 3.53 5.2+0.21 104.0 4.04
Coralanl 15 14.6 £0.28 97.3 1.92 14.8 £0.25 98.7 1.69
(5 ng mi™) 35 35.6+41.02 1017 287 3524167 1006  4.74
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5. TARTISMA

Analitik kimya, kimyasal analizle ugrasan bir bilim dalidir. Analitik kimyada
herhangi bir maddeyi analiz etmek i¢in kullanilacak analitik ydntemlerin
uistiinliikleri ve sinirlamalart hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve iyi bir
karar verme yetisine sahip olmak gerekir. Ayrica analizi yapilacak madde ile ilgili
iyi bir literatlir taramasinin yapilmis olmasi da gerekmektedir. Aslinda analitik bir
yontemin nasil segilecegi konusunda net bir sey sdylemek miimkiin degildir; ¢iinkii
laboratuar kosullarina bagl olarak kullanilacak yontemler degisebildiginden dolayi
her zaman en iyi yol sadece bir tane olamayabilir. Kosullara bagli olarak
kullanilacak yontemler degisebilmektedir. Bundan dolay1r analitik kimya
caligmalar1 ¢ok biiyiik bir ¢esitlilik arz eder.

flag analizlerinde kullanilacak ydntem secimi analizin gerceklestirildigi
ortama (farmasdtik preparat veya biyolojik materyal) ve laboratuvar kosullarina
gore yapilmaktadir. Bir analiz i¢in analitik yontem gelistirildikten sonra bu
yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin dogrusal aralik, dogruluk,
kesinlik, gbzlenebilme sinir1, tayin alt sinir1, geri kazanim ve stabilite parametreleri
incelenerek yontemin gecerlilik testinin (validasyonunun) yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismada ivabradin ilag etkin maddesinin oncelikle elektrokimyasal
davranisi, donlisiimlii voltametri yontemi ile tersinirlik ve adsorpsiyon 6zellikleri
gibi 6zelliklerinin incelenmesi amaglandi. Bu diisiinceyle pH, derisim, tarama hizi
gibi deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenmis ve
bu kosullarda nicel tayin ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Elektroanalitik metotlarin
hepsinde elektrot ¢ozelti sistemine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap
oOl¢iiliir. Bu cevap sistemin 6zellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak biitiin

elektrokimyasal tekniklerde akim, potansiyel ve zaman parametreleri bulunur ve bu
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parametreler teknigin adini belirler. Mesela, voltametri, kronoamperometri ve
kronokulometri gibi tekniklerde sirasi ile potansiyel-akim, zaman akim ve zaman-
yiikk parametreleri arasindaki iliski anlatilmaktadir. Elektroanalitik metotlar genel
olarak net akimin sifir oldugu denge durumundaki statik metotlar ve denge
durumundan uzakta net akimin goézlendigi dinamik metotlar olmak iizere ikiye
ayrilir. Elektroanalitik tekniklerin ¢ok biiyiik bir kism1 net akimin sifir olmadigi
dinamik metotlardir ve bunlar da potansiyel kontrollii veya akim kontrolliidiir.?

Akim kontrollii teknikler kronopotansiyometri ve kulometrik titrasyonlar
olmak iizere iki kistmda incelenir. Tyon secici elektrotlarn kullanildigi metotlar
akimin sifir oldugu statik elektroanalitik metotlardir. Voltametride deneyler tiglii
elektrot sisteminde gerceklestirilmektedir. Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli
degistirilen indikator elektrot veya galisma elektrotudur.

Voltametride indikator elektrot olarak, civa, platin, altin, paladyum, karbon
elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, camsi karbon elektrot) gibi elektrotlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ikinci elektrot, potansiyeli deney
stiresince sabit kalan referans elektrottur. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl
veya doymus kalomel elektrottur. Elektrot sistemindeki iiclincii elektrot ise karsit
veya yardimcr elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir.?’
Voltametride akim, calisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Indirgenmeden dolayr olusan akima katodik
akim, yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir.

Ivabradin etkin maddesi igin yapilan literatiir arastirmasinda biyolojik
stvilarda miktar tayinine yonelik floresans dedektorli HPLC® ve LC-MS™Y
yontemlerine ulasilmigtir. Ivabradinin farmasétik preparatlarda miktar tayini ile

11-14

ilgili olarak da HPLC ydntemlerine ulasilmistir. Calismalarda tampon sistemi
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iceren mobil faz kompozisyonlar1 kullanilmistir. pH’s1 bilinen tampon mobil faz
sistemi giinliik hazirlanmas1 gerekmekte ve bu durum kolon 6mriinii azaltmaktadir.
Floresans ve kiitle dedektorleri kullanilarak duyarlilik arttirilmaya c¢alisilmis; ancak
bu dedektorler her laboratuvarda bulunamamaktadir. HPLC calismasinda analizin
yapilmasi, kolonun sartlandirilmasi, analiz 6ncesi HPLC sisteminin ¢aligmaya
optimize edilmesi i¢in ¢ok fazla zaman harcanmaktadir. 15 yildan beri HPLC
yontemi ile farkli etkin maddelerinin farmasotik preparatlarda ve biyolojik
materyallerde yontem gelistirme, yontem validasyonu ve gercek numunelerde
uygulamasint yaptigimizdan dolayr HPLC sistemi ile c¢alismanin zorluklarimni
bilmekteyiz.?®*® ivabradinin farmasétik preparatlarda, insan serum ve idrarinda
tayinine yonelik kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri ile ilgili bir
calismaya da ulasilamamistir. Bundan dolay1 ivabradin etkin maddesinin
farmasotik preparatlarda, insan serum ve idrarinda tayinine iligskin kolay, ekonomik

ve hizl1 yontemler gelistirilmesi gerekmektedir.

Farmasotik dozaj formlarinda ivabradin ilag etkin maddesinin fiziksel ve
farmakokinetik yapisindaki degisiklikler, bu molekiillerin yiikseltgenme veya
indirgenme davraniglarindaki degisikliklere baglidir. Bu nedenle bu degisikliklerin
izlenmesinde elektrokimyasal yoOntemler Onem tasimaktadir. Ancak iizerinde
calisilmast distliniilen bu ilag etkin maddesinin olduk¢a yeni olmasi nedeniyle
literatiir arastirmasinda elektrokimyasal yontemler ile analizi i¢in bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ayrica bu etkin maddenin elektrokimyasal mekanizmasi1 hakkinda

da literatiirde bir bilgiye ulagilamamustir.

Bu nedenle tez kapsaminda yer alan ivabradin  maddesinin
yiikseltgenme/indirgenme mekanizmalar1 lizerinde de c¢alismalar yapilarak, analiz

sonuglar1 ile birlikte degerlendirilmistir. Bu tezde kullanilan elektrokimyasal
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yontem olan voltametri 1970’li yillardan bu yana elektronikteki gelismelerle
dogrusal olarak ilag analizlerinde sagladig1 bazi iistiinliikler nedeni ile giderek artan
bir uygulama alanina yayllmlstlr.w'ﬂ'1 Ozellikle sonradan gelistirilen tekniklerle cok

diisiik derisimlerde bile (10°-10™"? M) farmasétik analizler yapilabilmektedir.****

Voltametrik yontemlerin glinlimiizde ¢ok sayida kullanim alani vardir. Temel
olarak en 6nemli kullanim alan1 madde miktar tayinidir. Bu nedenle 6zellikle klinik
amagcla kullanimlar1 ¢ok yaygindir. Ilaglarin igindeki etkin maddelerin tabletlerden,
biyolojik sivilardan izole edildikten sonra miktarlarinin tayininde oldukg¢a hassas
tayinler yapilabildiginden analizlerde tercih edilen yontemler olmuslardir.

Modern elektro analiz yontemler (kare dalga ve diferansiyel puls voltametri)
sayesinde biyolojik sivilardan ilag¢ etkin maddeleri ve metabolitlerinin direkt olarak

analizinin yapilabilmesi sag;rlanmaktadlr.39’41’45'47

Bu yontemler diger pek c¢ok
yonteme (HPLC, LC-MS, GC-MS vb.) gore oldukga kolay olup ¢ogu kez herhangi
bir ayirmaya gerek kalmadan gerceklestirilebilmektedir.

Voltametri yontemlerinin iistiin yanlarindan biri de, ilag etkin maddelerinin
indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarindaki rolii ile molekiiler biyoloji
alaninda ve dolayistyla fizyolojik 6nem tasiyan pek cok bilesigin farmakolojik etki
mekanizmalarinin agiklanmasinda kullanilmasidir. ilag etkin maddelerinin elektrot
ylizeyindeki oksido-rediiktif davranislari, ilaglarin viicuda alindigr zaman viicutta
ugradiklar1 invivo redoks davranislarina benzetilmekte ya da baska bir deyisle
metabolizmalar1 hakkinda bilgi verebilecegi diisiiniilmektedir.***®

Voltametrik analizde kullanilan kati elektrotlarla yapilan calismalardaki en
onemli engel elektrot ylizeyinin, maddelerin yiizeyde tutulmalar1 nedeniyle kolayca

temizlenememesi ve bu nedenle tekrar edilebilirligin saglanmasinin oldukca

zahmetli parlatma veya biraz vakit alan elektrokimyasal o©n islemler
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gerektirmesidir. Bu tekrar edilebilirligin saglanabilmesi i¢in son yillarda bazi
kimyasal, elektrokimyasal veya her ikisinin de bir arada kullanildig1 6n islemlerle
elektrot materyalinin aktive edilerek temizlenmesi® veya 6zellikleri degistirilerek
gelistirilmis elektrot dizayn ¢alismalari®®> sayesinde yapilan analizlerde duyarlik
ve segicilik arttirilmig hatta elektroinaktif yapidaki molekiillerin analizlerinin
yapilabilmesi saglanmugtir.>®

Ivabradin ile ilgili yapilan literatiir taramasinda dogrusal taramali, kare
dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleriyle farmasotik preparatlarda
ivabradin miktar tayinine yonelik bir ¢alismaya ulagilamadi. Bu sebeple ¢alismada,
ivabradinin farmasotik preparatlarda miktar tayini i¢in yeni bir ydntem olan
dogrusal taramali, kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri gelistirildi
ve gegerlilik testleri yapildi. Yontemlerden elde edilen sonuglarin 6zeti asagida
verildi.

Ivabradinin elektrokimyasal davranislarini incelemeden &nce, Britton-
Robinson (BR) ortami igin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, BR tamponu
ortaminda 30 pg ml™? olarak hazirlanan ve pH’s1 2 olan ¢dzeltinin doniigtimlii
voltamogrami alindi ve Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1°den de goriilecegi gibi 0.8 ile
1.4 V araliginda ¢oziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine
rastlanmadi. Bu nedenle, ¢alismaya uygun potansiyel penceresinin 0.8 — 1.4 V
olarak secilmesine karar verildi. BR tamponu ile hazirlanan ivabradin
cozeltilerinin, 0.1 V/s tarama hizinda, 0.8-1.4 V potansiyel araliginda camsi karbon
elektrot kullanilarak alinan doniisiimlii voltamogrami Sekil 4.1’de goriilmektedir.

Sekil 4.1’de elektrokimyasal davranigi incelenen ivabradine ait, asidik
bolgede elde edilen voltamogramda, bir anodik pik gozlenirken katodik pike

rastlanmadi. Asidik ortamda (pH 2) anodik pik potansiyeli i¢in +1.21 V’dur.
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Voltamogramlarda bir katodik pikin gozlenmemesi, ivabradinin yiikseltgenmesinin
tersinmez olabileceginin bir gostergesidir. Ancak, katodik pike rastlanmamasi
mutlaka elektron aktarim basamaginin tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii
elektron aktarim basamagini takip eden hizli bir kimyasal reaksiyon gerceklesirse,
katodik pik gozlenemeyebilir. Ayrica, farkli tarama hizlarinda alinan dogrusal
taramal1 voltametri deneylerinden elde edilen voltamogramlardan yararlanilarak da
bu diisiincemiz dogruland (Sekil 4.2).

30 ug ml™ ivabradin maddesinin, BR ortaminda, camsi karbon elektrotta,
0.025-0.80 V s* arasindaki farkli tarama hizlarinda alman dogrusal taramali
voltamogramlarinda, tarama hiz1 artttkga pik akimlarmin arttigt ve pik
potansiyellerinin pozitife kaydigi gozlendi (Sekil 4.2).

Pik potansiyelinin yiiksek tarama hizlarinda pozitife kaymasi kriteri de,

. . . e e L. 212
sistemin tersinmezliginin bir gdstergesidir.?"* Ayrica v-ln, v/%Iy

ve log v-log I
grafiklerinde akim fonksiyonunun tarama hizina bagl olmasi da sistemin tersinmez
olabilecegini diislindiirdii.

Asagidaki sekillerde 30 pug ml™ ivabradinin BR tamponu ortaminda (pH 2)
camsi karbon elektrotta, dogrusal taramali voltamogramlarindan elde edilen pik
potansiyellerinin tarama hizina gore degisimleri verildi (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5).

Ivabradinin elektrot yiizeyine adsorplanip adsorplanmadigmin belirlenmesi
icin doniisiimlii ve dogrusal taramali voltametri yontemi kullanildi. Ivabradinin
elektrot yiizeyine adsorbe olup olmadigi farkli tarama hizlarinda donistimlii
voltamogramlar1 alinarak pik akimlarinin tarama hiziyla degisiminden yararlanildi.
Bu amagla log ip-log v grafikleri Sekil 4.5’te cizildi. Bilindigi gibi, difiizyon

dikkate alinarak tiiretilen ve doniisiimlii voltamogramdaki pik akimini veren
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Randless-Sevcik esitliginden, log ip ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir dogru elde
edilir. Maddenin elektrot yilizeyinde adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu bagintidan ve
dolayisiyla 0.5°den sapmalar meydana gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin
egimi 0.5’den biiyiik olur.* Ayrica ¢oklu CV deneylerinde ilk déngiide akim 2000
nA iken ikinci ve sonraki dongiilerde akim azalmakta ve sabit kalmaktadir. Bu
durum reaktifin elektron yiizeyine adsorbe olmasi neticesinde pik akiminda bir
azalmaya sebep oldugu diisiiniilmiistiir.

Yapilan c¢alismada Sekil 4.5’te ¢izilen ivabradin i¢in log ip ve log v
arasindaki grafikte egimin 0.6065 olmasi difizyon kontrollii mekanizma yaninda
ivabradinin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu da s6z konusudur.

Voltametrik Ol¢iimler dogrusal taramali, kare dalga ve diferansiyel puls
voltametri yontemi kullanilarak 0.8-1.4 V potansiyel araliginda Gamry Interface
1000 markali potansiyostatta gergeklestirildi. Calismada camsi karbon elektrot
indikator elektrot, Ag/AgCl referans elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel
kullanildi. Elektrotlar her olg¢iimden sonra farkli partikiil biiyiikliigline sahip
alimiina ile temizlenmistir. 0.8-1.4 Volt potansiyel araliginda kor ve ivabradin
¢oOzeltilerinin  doniisiimlii voltametride taramasi 100 mV tarama hizinda
gerceklestirildi. Voltamogramda +1.21 Volt potansiyelde bir tane oksidasyon piki
gozlendi. +1.21 Volt potansiyeldeki pik akimlarinin degerlerinde dogrusallik
saglandigindan +1.21 Volttaki potansiyelde derisime karsi pik akim degerleri
dikkate alindi.

Dogrusal taramali voltametri yonteminde +1.21 Volt potansiyeldeki 5-40
ng mlt derisime sahip ivabradin standart ¢ozeltilerinin voltamogramlari alindi
(Sekil 4.8). Ayrica yontemin dogrusal oldugu derisim arahiginda (5-40 pg ml™)

ivabradin ¢ozeltisi derisimine karsi okunan pik akimlari siddeti degerleri grafige
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gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Voltametri yOnteminin kalibrasyon
egrisinin regresyon analizinden regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon
katsayist (r) sirasiyla A=69.574x+935.11 (A: Pik akim siddeti, x: derisim) ve
0.9918 olarak, yontemin gozlenebilme simir1 (LOD) degeri 0.5 pg ml™ ve tayin alt
sinirt (LOQ) degeri ise 1.5 pg ml™ olarak belirlendi. Giinici ve giinler aras1 kesinlik
belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk belirlenmesinde
bagil hata degerleri, sirasiyla % 2.91 ve % 6.29°dan kiiciik olarak tespit edildi.
Yontemin uygulamasi ivabradin igeren farmasotik preparatlardan Coralan tablette
miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemlerin farmasotik preparatdan geri
kazanim degerleri % 98 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.

Kare dalga voltametri yénteminde +1.20 Volt potansiyeldeki 5-40 pg ml™
derisime sahip ivabradin standart ¢ozeltilerinin voltamogramlari alindi (Sekil 4.11).
Ayrica yontemin dogrusal oldugu derisim arahiginda (5-40 pg ml™) ivabradin
cozeltisi derisimine karst okunan pik akimlar siddeti degerleri grafige gegirilerek
kalibrasyon egrisi elde edildi. Voltametri yOnteminin kalibrasyon egrisinin
regresyon analizinden regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon katsayist (1)
sirastyla A=38.061x+178.17 (A: Pik akim siddeti, x: derisim) ve 0.9904 olarak,
yontemin gozlenebilme sinirt (LOD) degeri 0.3 ug ml™? ve tayin alt smir1 (LOQ)
degeri ise 0.9 pg mlt olarak belirlendi. Giinici ve giinler arasi kesinlik
belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk belirlenmesinde
bagil hata degerleri, sirasiyla % 5.34 ve % 5.17°den kiigiik olarak tespit edildi.
Yontemin uygulamasi ivabradin iceren farmasotik preparatlardan Coralan tablette
miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemlerin farmasotik preparatdan geri

kazanim degerleri % 98.7 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.
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Diferansiyel puls voltametri yonteminde +1.18 Volt potansiyeldeki 5-40 ug
ml™ derisime sahip ivabradin standart ¢ozeltilerinin voltamogramlari alind1 (Sekil
4.14). Ayrica yontemin dogrusal oldugu derisim araliginda (5-40 pg ml™) ivabradin
cozeltisi derisimine karst okunan pik akimlar siddeti degerleri grafige gegirilerek
kalibrasyon egrisi elde edildi. Voltametri yonteminin kalibrasyon egrisinin
regresyon analizinden regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r)
sirastyla A=13.625x+75.045 (A: Pik akim siddeti, x: derisim) ve 0.9986 olarak,
yontemin gozlenebilme sinirt (LOD) degeri 0.3 pg ml™ ve tayin alt smnir1 (LOQ)
degeri ise 0.9 pg mlt olarak belirlendi. Giinici ve giinler arasi kesinlik
belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk belirlenmesinde
bagil hata degerleri, sirastyla % 4.36 ve % 5.33’den kiiciik olarak tespit edildi.
Yontemin uygulamasi ivabradin igeren farmasotik preparatlardan Coralan tablette
miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemlerin farmasotik preparatdan geri
kazanim degerleri % 97.3 ile % 104 arasinda oldugu belirlendi.

Farmasoétik preparatlarda ivabradin igin gelistirilen dogrusal taramali, kare
dalga ve diferansiyel puls voltametri yonteminin giini¢i ve giinler aras1 yilizde bagil
standart sapma ve bagil hata degerleri yaklasik olarak % 6.0’dan kii¢lik oldugundan
dolay1 oldukca iyi bir degerdedir. Bu sebeple gelistirilen ve gecerlilik testleri
yapilan her ii¢ yontemin yiizde bagil standart sapma ve bagil hata degerlerine gore
yontemlerin kesinligi, dogrulugu ve tekrarlanabilirliginin oldukga yiiksek oldugu
sOylenebilir. Ayrica her ili¢ yontemin farmasotik preparatlardan geri kazanim
degerleri de oldukga yiiksektir. Farmasotik preparatlarda ivabradin miktar tayini
icin uygulanan dogrusal taramali, kare dalga ve diferansiyel puls voltametri

yontemlerinin birbiriyle karsilastirilmast amaciyla da F-testi yapildi. Bu test
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sonucunda her {i¢ yontemin arasinda herhangi bir farkin olmadig1 goriilmektedir
(Fhesap: 2.047 Ve Feeel: 0.05 2, 18): 3.55; Fhesap < Feetvel 0ldugundan P>0.05).

Ayrica gelistirilen yontemlerin farmasotik preparatlardan geri kazanim
degerleri de oldukga yiiksektir. Bu yontemlerin bagka bir avantaji da herhangi bir
on zenginlestirme, ekstraksiyon veya uzun bir numune hazirlama iglemine gerek
duyulmadan dogrudan OSlgiim yapilabilmesine izin vermesidir. Bu nedenle ilag
endiistrisinde kalite kontrol c¢alismalarinda dogrusal taramali, kare dalga ve

diferansiyel puls voltametri yontemi basariyla uygulanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, ivabradin etkin maddesinin standart c¢ozeltilerde ve
farmasotik preparatlarda miktar tayini igin literaratiirdeki yontemlere alternatif
olacak dogrusal taramali, kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri
gelistirilip gecerlilik testleri yapildi.

Gelistirilen bu yontemler hassas, duyarli, Segici, dogru ve kesin oldugu
gecerlilik testleri ile gosterildiginden dolay1 yontemlerin farmasétik preparatlarda
ivabradinin miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu
calismadan elde edilen verilerin ileriki c¢alismalara da yol gdsterici olacagi
disiiniilmektedir. Bunlar;

Onerilen kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri kalp-damar
sistemi hastaliklarinda iilkemizde ve bolgemizde yaygin olarak kullanilan ivabradin
etkin maddesinin insan serum ve idrarinda duyarli ve ekonomik tayinlerinin
gerceklestirilmesine imkan verebilir.

Kalp damar sistemi hastaliklarinda kullanilan ilaglarin analizleri i¢in
kromatografik sistemler pahali organik solvanlar1 kullanirken, gelistirilen
yontemlerde minimum solvan sarfiyati bulunmaktadir. Bunun i¢in 06n
zenginlestirme, ekstraksiyon veya tiirevlendirme gibi basamaklara ihtiyag
duyulmadan kare dalga ve diferansiyel puls voltametri yontemleri ile direkt 6l¢lim
yapilmasiyla literatiirdeki diger yontemlere alternatif olabilir. Bu anlamda yapilan
tez 6zgiin bir ¢calismadir.

Ayrica yiiriitiilen arastirmanin bilimsel katkis1 ve pratik sonuclar1 sunlardir:
- Secilen ivabradin etkin maddesinin yiikseltgenme ve indirgenme mekanizmasi
aydmlatilmig, boylece bu etkin maddenin viicutta nasil bir mekanizma ile

metabolize oldugu hakkinda in vitro olarak bilgi sahibi olunmaya caligilmistir.
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- Ivabradin etkin maddesinin ileride insan serum ve idrarinda tayini i¢in 6nerilecek
ekonomik ve rutin analizlere uygulanabilecek 6zgiin iki yontem gelistirilmis oldu.
Bu nedenle 6zellikle tip alaninda rutin analizlerin yapilmasi kolaylagmakta ve ¢cok

saylda analiz kisa slirede ve az numune ihtiyaci ile yapilabilecektir.
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