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OZET
Metimazol Etkin Maddesinin Farmasétik Preparatlarda ve Insan Plazmasinda Kare

Dalga ve Diferansiyel Puls Polarografi Yontemleri ile Miktar Tayini

Amag: Bu ¢alismada metimazoliin elektrokimyasal davranisi, damlayan civa elektrotta
0.1 M siilfiirik asit ortaminda Dontisiimlii Polarografi, Kare Dalga Polarografi ve Diferansiyel

Puls Polarografi yontemleri ile incelendi.

Materyal ve Metot: Metimazoliin doniisiimlii polarogrami yaklasik olarak damlayan
civa elektrotta +22 mV da yiikseltgenme piki gozlenmistir. Dogrusallik, kesinlik, dogruluk,
stabilite, tayin edilebilme sinir1 ve miktar tayin sinir1 gibi parametreler ICH Guidelines’e gore

calisildu.

Bulgular: Kare dalga Polarografi ve Diferansiyel Puls Polarografi yonteminin
kalibrasyon egrileri 5-80 pg ml™ derisim araliginda dogrusaldir. Metimazol igin giin-ii ve

giinler aras1 kesinlik degerleri % 2.84’den ve dogruluk (bagil hata) % 4.24’den kiigiiktiir.
Sonug¢: Gelistirilen bu yontemler ile metimazol etkin maddesini igeren Thyramazol

preparatinda miktar tayini yapildi. Elde edilen analiz sonuclar1 degerlendirildi ve gelistirilen

yontemler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Anahtar Kelimeler: Diferansiyel puls voltametri,doniisiimlii voltametri, kare dalga

voltametri, metimazol, plazma

Vi



ABSTRACT

Quantitation of Methimazole Effective Substance in the Pharmaceutical Preparations

and Human Plasma with Square Wave and Differential Pulse Polarographic Methods

Aim: In this study, electrochemical behaviors of methimazole was investigated on
mercury drop electrode in 0.1 M sulfuric acid by Cyclic Voltammetry, Square Wave

Polarography Differential Puls Polarography methods.

Material and Method: Cyclic polarogram of methimazole was observed oxidation
peak at about +22 mV on mercury drop 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 Square Wave Polarography and Differential Puls
Polarography methods were linear betweenthe concentration range of 5-80 ug ml™. Within-
and between-day precision values for methimazole were less than 2.84% and accuracy
(relative error) was better than 4.24%.

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

compared as statistics.

Key Words: Cyclic voltammetry, differential puls polarography, methimazole,

plasma, square wave polarography
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Tiroid bezi hastaliklari, glinlimiizde olduke¢a sik karsilasilan ve dnemli endokrin
sorunlarin basinda gelen hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Tiroid bezi endokrin bir
bez olup, bazi hormonlar salgilar ve bu hormonlar da kan dolasimina girerek viicudun
degisik organ ve dokularinda etki gosterir. Tiroid bezi boynun 6n boliimiinde bulunur.
Bezin sag ve sol olmak iizere iki lobu bulunmakta olup, bu loblar istmus adi verilen
boliimle birbirine bitisik halde bulunurlar. Tiroid bezi, tiroksin (T4) ve triiyodotironin
(T3) adi verilen iki hormonun yapimindan ve bu hormonlar1 dolasima vermekten
sorumludur. T4 hormonunda 4 tane iyot atomu, T3’de ise 3 tane iyot atomu vardir.
Hiicre i¢inde T3 hormonu etkili oldugundan T4 hiicreye girmeden dnce T3’e doniisiir.
Bu hormonlar viicudumuzun metabolizmasindan sorumludur. Viicudumuz bu
hormonlar1 ¢ok fazla salgilarsa metabolizmamiz hizlanir ve hipertiroidi gelisir; az
salgilarsa metabolizmamiz yavaslar ve hipotiroidi gelisir. Hipo, az; hiper, fazla
anlamina gelmektedir. Tiroid bezinin g¢alismasi ise beyinde bulunan ve hipofiz adi
verilen bir bezden salgilanan tiroid uyarict hormon (TSH) ile kontrol edilir. Kan
dolasimindaki tiroid hormonlar1 (T4 ve T3) azalinca hipofizden TSH salgis1 artar ve bu
hormon da tiroid bezinden tiroid hormon salgilanmasini artirir. Tersi durumunda ise
tiroid bezi hormon salgilarim1 azaltir. Tiroid bezinin 1yi c¢alisip calismadigi hastanin
kanindaki T3, T4 ve TSH hormonlarinin 6l¢iilmesi ile 6grenilir. Testlerin sonuglarina
gore tan1 konulur ve uygun farmakolojik veya cerrahi tedavi uygulanir. Farmakolojik
tedavide eger hormon sentezi az ise disaridan hormon takviyesi yapilir, fazla ise
hormon sentezini azaltici yonde etki gdsteren ilaglar kullanilir. Tedavideki amag
hastanin sikintilarini gidermek, hastaligi hakkinda bilgilendirmek ve yasam kalitesini

artirmaktir.>”’



Giiniimiizde tiroid tedavisi uygulamalar1 degisik klinik durumlar icin degisik
sekillerde yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan tiroid ilaglarinin basinda metimazol
etkin maddesini igeren farmasotik preparatlar gelmektedir. Metimazol igeren ilaglar
tiroid hastaliklarinda yaygin olarak kullanilir. Metimazol igeren ilaglar giiniimiizde 5
mg tablet dozda Thyramazol ticari adi ile satilmaktadir.

Son yillarda enstriimental yontemler yaninda, elektrokimyasal ve biyolojik
reaksiyonlarin arasindaki benzerlikler, elektrot ve metabolizma mekanizmalarin benzer
ilkelere sahip olmasindan dolay1 elektro analitik yontemler de, ilag etkin maddelerinin
hem nicel tayini hem de etki mekanizmalarinin nasil yliridigi hakkinda bilgiler
edinmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Metimazol etkin maddesi i¢in yapilan literatiir arastirmasinda biyolojik sivilarda
miktar tayinine yonelik spektrofotometrik®® ve HPLC yontemlerine ulasilmugtir.’o
Ancak kare dalga polarografi, diferansiyel puls polarografi gibi elektro analitik
yontemlerle tayinlere rastlanmadigindan dolay1r metimazol etkin maddesinin tayini igin
polarografik yontemler gelistirilmesi distiniilmiistiir.

Ilag etkin maddelerinin fiziksel ve farmakokinetik yapisindaki degisikliklerin
hepsi, molekiillerin ylikseltgenme/indirgenme davranislarindaki degisikliklere baglidir,
dolayisiyla bu degisikliklerin izlenmesinde elektrokimyasal teknikler 6nemli rol
oynamaktadir. Giinlimiiziin modern analitik tekniklerinden olan (yilizeyde tutunma
olaylarma dayali) adsorptif siyirma, diferansiyel puls ve kare dalga
voltametrisi/polarografisi tekniklerinin kullanilmasi ile gelistirilmis olan yontemlerin
duyarli, segici, basit, hizli, bir 6n isleme gerek duyulmamas: ve uygulamada degisiklige
acik olmasi ilag dozaj formlarindan (tablet, kapsiil, surup, ampul vb.) ve viicut
stvilarindan (kan, idrar, anne siitii vb.) analizlerine uygulanabilirligi acisindan 6zel bir

yeri vardir.



Bu c¢alismada metimazol ilag etkin maddesinin Oncelikle elektrokimyasal
davranig1, doniisiimli polarografi gibi yontemler ile tersinirlik, aktarilan elektron sayisi,
adsorpsiyon ozellikleri gibi 6zelliklerin incelenmesi diisliniilmiistiir. Bu verilerin 15181
altinda nicel tayini i¢in yontemler gelistirilmistir. Bu amagla, pH, derisim, tarama hizi
gibi deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenmis ve bu
kosullarda nicel tayin ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Gelistirilen yontemler istatiksel olarak degerlendirilip kesinlik, duyarlik,
secicilik gibi parametreler incelenerek yoOntemin analitik amag¢ igin uygunlugu
arastirilmistir. Ayrica gelistirilen yontemler metimazol igeren farmasétik preparatlardan
Thyramazol tablete uygulanmistir. Elde edilen veriler istatiksel agidan da karsilastirmis
ve elektrokimyasal yoOntemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Buna ilaveten metimazol etkin maddesinin insan plazmasinda kare
dalga ve diferansiyel puls polarografi yontemleri ile miktar tayinine yonelik iki farkl

polarografik yontemde gelistirilerek yontem validasyonlar1 yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Metimazol

Hipertirioidi operasyonlarina hazirlik, radyoiyot tedavisinden sonra ¢ocukluk
¢agindaki hipertiroidi ve diger hastaliklarinnda kullanilir.®”

2.1.1. Etki Mekanizmasi

Metamizoliin analjezik, antipiretik ve antispazmodik etkileri vardir. Metamizol
biiyiik olasilikla kombine bir santral ve periferik etki sekline sahiptir. Afferent lifler,
omurilik ve periakuaduktal gri madde diizeyindeki santral etki mekanizmalari
metamizoliin analjezik etkisine katkida bulunabilir. Etki mekanizmasi tam olarak agik
degildir. Bazi veriler metamizol ve ana metabolitinin (4-N-metilaminoantipirin)
kombine bir santral ve periferik etki modeline sahip olabilecegini gostermektedir.

2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Metamizol ve metabolitlerinin farmakokinetigi tam olarak ac¢ik degildir. Oral
uygulamadan sonra metamizol tamamen aktif metaboliti olan 4-N-metilaminoantipirine
(MAA) hidrolize olur, MAA'nin mutlak biyoyararlanimi yaklasik olarak %90'dir ve
oral uygulama sonrasi intravendz uygulamaya oranla biraz daha yiiksektir. Metamizol
besinlerle birlikte alindiginda MAA'™min farmakokinetigi fark edilir bir degisiklige
ugramaz.

2.1.3. Kimyasal Yapisi

Metimazol 114.17 g mol™ molekiil kiitlesine ve C;HgN,S kimyasal formiiliine

sahiptir. Kimyasal yapis1 asagida verilmistir.****
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Sekil 2.1. Metimazoliin Kimyasal yapisi

2.2. Metimazol ile Ilgili Yapilan Cahsmalar

Zakrzewski*® metimazoliin kolon sonrasi tiirevlendirme ile idrarda miktar tayini
icin UV dedektorlii bir HPLC yontemi gelistirmistir. Calismada Ci3 Symmetry ters faz
kolon (5 pum, 3.9 mm x 150 mm), asetonitril:su (50:50, h/h) mobil fazi, 350 nm
dedektor dalga boyu, 0.5 ml dak™ kolon akis hizi parametreleri ile calisma
gerceklestirilmistir. Dogrusallik igin 2-100 nmol ml™ derisim araliginda kalibrasyon
egrisi tiiretilmis olup egrinin korelasyon katsayisi 0.999’dan biiyiik olarak tespit
edilmistir. Gelistirilen yontemin tiroid tedavisi goren bir hastanin idrarinda metimazol
tayini i¢in uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Kusmiere ve ark.'® metimazoliin insan idrarinda tayin edilebilmesi i¢in basit ve
hassas bir HPLC yontemi gelistirmisler. Calismada ters-faz Zorbax Ci;g kolon,
asetonitril-25 mM fosfat tamponu (pH 3.2) mobil fazi gradient eliisyonu, 1.2 ml dak™
kolon akis hizi, 345 nm dalga boyu kullanilarak HPLC yontemi gelistirilmistir.
Dogrusallik 0.25-50 pg ml™ derisim aralifinda olusturulmus ve kalibrasyon egrisi
tiiretilip korelasyon katsayisi (r) 0.99’dan biiyiiktiir. Kesinlik bagil standart sapma ile
ifade edilmis olup giin i¢i ve gilinler arasi BSS % 5.0’dan kii¢iik bulunmustur.
Calismanin plazmadan geri kazanimi sivi-sivi faz ekstraksiyon ile gerceklestirilmis olup

geri kazanim % 95.7 ile % 103.3 arasinda bulunmustur. Metimazoliin seri diliisyonlari



kullanilarak yontemin miktar tayin siuri (LOQ) degeri 0.25 pg ml? olarak
bulunmustur.

Bagka bir galismada Kutluay ve ark.}” farmasotik preparatlarda metimazoliin
belirlenmesi i¢in kompozit kapli camsi karbon elektrot kullanarak doniistimlii
voltametri yontemi ile metimazolin miktar tayinini yapmislardir. Metimazol etkin
maddesinin pik akimlar ile derisimi goz Oniinde bulundurularak kalibrasyon egrisi
tiiretilmistir. Egrinin regresyon denklemi y=0.323x+0.0014 ve korelasyon katsayisi (1)
0.9995 olarak tayin edilmistir. Kesinlik bagil standart sapma ile ifade edilmis olup giin
ici ve giinler aras1 % BSS % 1.02°den kii¢iik bulunmustur. Calismanin dogrulugu bagil
hata ile verilmis olup giin i¢i ve giinler arast bagil hata % 0.80’den kiigiik bulunmustur.
Gelistirilen ve valide edilen voltametrik yontem metimazol i¢eren bir farmasotik dozaj
formuna uygulanmis ve tabletten geri kazanim % 98.8 ile % 99.2 arasinda bulunmustur.
Sonu¢ olarak gelistirilen yoOntemin farmasotik preparatlarda metimazol etkin

maddesinin tayininde basari ile kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Molero ve ark.'® farmasétik preparatlarda metimazol miktar tayini i¢in duyarl ve
secici bir kare dalga voltametri yontemi gelistirmislerdir. Metimazol icin 6x107° ile
240x10° M derisim araliginda kalibrasyon egrisi tliretilmis olup egrinin korelasyon
katsayist (r) 0.999’dan biiyiik olarak bulunmustur. Kesinlik bagil standart sapma ile
ifade edilmis olup giin i¢ci ve gilinler arast BSS % 2.0°’dan kiiciik bulunmustur.
Calismanin tabletten geri kazanimi standart ekleme yontemi ile gerceklestirilmis olup
geri kazanim % 100.8 olarak bulunmustur. Metimazoliin seri diliisyonlar1 kulanilarak
yontemin LOQ degeri 1.98x10° M olarak bulunmustur. Gelistirilen ve valide edilen

yontemin uygulamasi Thyrozol tablette yapilmistir.



Aslanoglu ve ark.'® farmasotik preparatlarda metimazoliin belirlenmesi igin bir
platin elektrot kullanarak kare dalga voltametri yontemi gelistirmislerdir. Metimazol
etkin maddesinin 1-700 uM derisim araliginda pik akimlar1 g6z 6niinde bulundurularak
kalibrasyon egrisi tiiretilmistir. Egrinin regresyon denklemi y=2364.82x+0.465 ve
korelasyon katsayisi (r) 0.9993 olarak tayin edilmistir. Kesinlik bagil standart sapma ile
ifade edilmis olup giin i¢i ve giinler aras1 % BSS % 2.89’dan kii¢lik bulunmustur.
Gelistirilen ve valide edilen voltametrik yontem metimazol i¢eren bir farmasotik dozaj
formuna uygulanmis ve tabletten geri kazanim ortalama % 96.8 bulunmustur. Sonug
olarak gelistirilen yontemin farmasotik preparatlarda metimazol etkin maddesinin

tayininde kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

2.3. Voltametri ve Voltametrik Yontemler

Elektrokimya, ¢oziiciilerde homojen olarak ya da elektrot ¢oziicii ara ylizeyinde
heterojen olarak meydana gelen yiik ayrilmasi ve yiik aktarimu ile iliskili olan olaylarla
ilgilenir. Elektrokimya uzun bir gegmise sahiptir ve yaklasik 200 yil 6nce Volta’nin
elektrik pilini 1799 yilinda kesfi ile baslar. Son yillardaki ilerlemeler olduk¢a fazladir.
Bugiin, bilim ve teknolojinin yeni alanlarinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar ve
kiiresel enerji ve gevre sorunlarinin ¢éziimiine gerekli katkilar yapar.”°

Elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilerin birbiri arasindaki iliskileriyle
ilgilenen bir kimya dalidir. Elektrokimyanin biiyiikk bir kismi, bir elektrik akiminin
gecmesinin neden oldugu kimyasal degisikliklerin arastirilmasiyla ve kimyasal
reaksiyonlar sonucu elektrik enerjisinin iretilmesiyle ilgilenir. Aslinda, elektrokimya,
cok sayida farkl olaylarin, araglarin ve teknolojilerin yer aldigi bir daldir.

Voltametri, potansiyel, akim, elektrik yiik miktar1 ile madde miktar1 arasindaki

iligkiye dayanan elektroanalitik bir yontemdir. Voltametrik yontemlerin bir kisminda

potansiyel sabit tutulur veya c¢esitli sekillerde degistirilerek madde miktarina bagh
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olarak olusan akim miktar1 incelenir. Bu elektroanalitik tekniklerle maddelerin, kalitatif
ve kantitatif analizleri yapilabilecegi gibi elektrot reaksiyonlarinin mekanizmalari da
incelenebilir.

Ayrica maddelerin ¢ozeltilerdeki kararhiliklar1 ve ¢esitli  fizikokimyasal
sabitlerinin de tayinini yapmak miimkiindiir. Voltametride, calisma elektrodunun
potansiyeli zamanla degistirilirken akim Olgiiliir. Elektroda, zamanin bir fonksiyonu
olarak farkli potansiyellerin uygulanmasiyla olusan farkl sekillerdeki potansiyel-zaman
fonksiyonlarina uyarma sinyali denir. Asagida, voltametride yaygin olarak kullanilan
uyarma sinyallerinden ve kimyasal sistemlerin incelenmesinde uygulanan c¢esitli
elektrokimyasal yontemlerden bu tez ¢alismasinda kullanilanlar kisaca anlatilmaktadir.

2.3.1. Doniisiimlii Voltametri (CV)

Bu yontemde, potansiyel, ticgensel potansiyel dongiisii verecek sekilde Sekil
2.2°de goriildigi gibi, E1’den E2’ye ileri ve E2’den E1’e geriye dogru dogrusal olarak
taranirken olusan akim 6l¢iiliir. Hiicrede olusan akimin potansiyelin fonksiyonu olarak
kaydedilmesiyle elde edilen akim-potansiyel egrilerine doniisiimlii voltamogram denir.
Bir voltamogram &rnegi Sekil 2.2°de verilmistir. Bu sekilde, Yiik + ne— Ind
reaksiyonu i¢in ¢ozeltide sadece Yiik’iin bulundugu cesitli donilistimlii voltamogram
ornekleri goriilmektedir. Egri 1, Yiik + ne'— Ind reaksiyonu tersinir oldugunda elde
edilir. Ileri dogru taramada, dogrusal taramali 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
biyiiklikleri (|ip¥ = |ip%) esittir ve katodik pik potansiyeli (Ep*) anodik pik
potansiyelinden (Ep®) (58/n) mV daha negatiftir. Bunlar, tersinirlik icin 6nemli

parametrelerdir. Ayrica, formal redoks potansiyelini elde etmek i¢in kullanilan yari



dalga potansiyeli, Ei, = (Ep® + Ep?)/2 seklinde bulunur. Tersinirligin azalmasi ile iki
pik potansiyeli arasindaki fark artar. Egri 2, onemli derecede tersinmez olan sistemler
icindir. Egri 1 ile karsilastirildiginda, katodik pik ¢cok daha negatif, anodik pik ise ¢ok
daha pozitif potansiyeldedir. Sistem tamamen tersinmez ise, anodik pik Olgiilebilen
potansiyel araliginda goriinmez. Tersinmez donilisimlii voltamogram egrisinden,
genellikle bir simiilasyon yontemi ile elektrot reaksiyonu igin kinetik parametreler (hiz

sabiti ve transfer katsayisi) hesaplanabilir.
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Sekil 2.2. Doniistimlii voltametri i¢in uyarma sinyalinin dalga sekli

Egri 3, Ind’in tersinir olarak Yiik’e tekrar yiikseltgenebildigi, tekrar
yiikseltgenmeden once, Ind’in bir kisminin elektroaktif olmayan A tiiriine doniisebildigi
bir durum igindir(Yiik < Ind A ). Katodik pik Egri 1°deki gibi ayn1 sekilde goriiniir,
fakat anodik pik akimi Egri 1’dekinden daha kiiglik olur. Anodik pik akimindaki
azalmadan, k hiz sabitini elde edebiliriz. Doniistimlii voltametride, potansiyel tarama
hiz1 genis bir aralikta degistirilebilir.20

Doniisiimlii voltametri, susuz cozeltilerdeki elektrokimyasal caligmalarda en
kullanigh yontemlerden 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 hizlarma ve tersinirliklere sahiptir. Bunlarin hepsi, voltamogramlara
yansir. Potansiyel araligi, tarama hizi, sicaklik, elektrodun cinsi, ¢dzeltinin bilesimi gibi
cesitli parametreleri degistirerek bir elektrot reaksiyonunun doniisiimlii voltamogrami
almirsa ve voltamogramlar uygun bir sekilde analiz edilirse, elektrot reaksiyonuyla

ilgili bilgi edinilebilir.°

i - i i I I I L ] I

0,5 0 05
: v
(El) 2 B E1/2)’ (E2)

Sekil 2.3. Yiik <> Ind reaksiyonuna ait tersinir (Egri 1), tersinmez (a.= 0.5 ) (Egri 2) ve
tersinir fakat Ind tiiriiniin elektroinaktif bir tiire doniistiigii bir sistem (Egri 3) i¢in

doniistimlii voltamogramlar

Donlisiimlii  voltametri tekniginin, nicel amagla kullanim1 seyrek olmakla
beraber, elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi edinilmesinde en yaygin
olarak kullanilan teknik olmasinin nedeni, redoks olaylarinin termodinamigi, heterojen
elektron-transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve takip eden kimyasal reaksiyonlar ve

adsorpsiyon olaylariyla ilgili giivenilir bilgileri hizli bir sekilde saglamasidir.
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Dontisiimlii - voltametri  elektroanalitik ¢aligmalarda genellikle ilk olarak
uygulanan deneysel basamaktir. Ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin
yerinin hizli bir sekilde belirlenmesini ve ortamin redoks reaksiyonuna etkisinin
degerlendirilmesini saglar.??

2.3.1.1. Tersinir Sistemler

Tersinir bir ¢ift igin pik akim1 (25 °C), Randles-Sevcik esitligiyle verilir.

ip= (2.69x10°)**ACD" v!2

Burada n, aktarilan elektron sayisi; A, elektrodun alani (cmz); C, derisim
(mol/cm®); D,difiizyon katsayist (cm?/s) ve v, tarama hizidir (V/s). Buna gore, akim,
derisimle dogru orantilidir ve tarama hizinin karekokiiyle artar. Basit bir tersinir ¢ift
icin, anodik pik akiminin katodik pik akimina oran1 1°dir. Bu oran, redoks reaksiyonuna
eslik eden kimyasal reaksiyonlarin varligindan oldukga giiclii bir sekilde etkilenir.

Potansiyel eksenindeki piklerin konumu, redoks isleminin formal potansiyeline
baghdir. Bu yilizden, 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 igin voltamogramda, birbirinden iyi bir sekilde ayrilmis ve E° degerleri
birbirinden sirayla artis gdsteren ¢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.
* Ep tarama hiz1 ile degismez.

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

2.3.1.2. Tersinmez ve Yari-Tersinir Sistemler

Elektron transferinin yavas oldugu tersinmez sistemler icin, 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 oldukg¢a ayridir. Bir
reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde de doniigiimlii voltametri
caligmalarindan elde edilen verilerden yararlanilir. Bu amagla, asagidaki kriterler
incelenir.?® Yar1 tersinir bir sistem icin:

i A2
Y

tarama hizina bagh degildir.
“ip® /ip“= 1"dir. (0 = 0.5 ise)
. Epk tarama hizi ile degisir. Bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif
degerlere kayma yoniindedir.
. Epk-Epe1 farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu
degerden daha biiyiiktiir 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 ara yiizeydeki
davranisinin incelenmesinde de kullanilir. Reaktif ve iiriiniin her ikisi de, adsorpsiyon-
desorpsiyon olayinda yer alabilir. Bu durumda, alinan ¢oklu voltamogramlarda, katodik
ve anodik pik akimlarinin dereceli olarak artmasi, elektrot yiizeyinde adsorpsiyonun
gostergesidir. Reaktif veya iriinlin her ikisi degil de, sadece biri elektrot yilizeyine

kuvvetli adsorbe olabilir. Bu durumda, reaktif elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbsiyonu

varsa diflizyon pikinden daha negatif bir potansiyelde bir arka pik gozlenirken, {liriiniin
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elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difiizyon pikinden daha pozitif bir
potansiyelde bir én pik gozlenir.??

2.3.2. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Puls voltametri teknikleri, Barker ve Jenkin tarafindan (1952), voltametrik
caligmalarda tayin siirmi diistirmek amaciyla 6nerildi. Boylece, faradayik ve faradayik
olmayan akim arasindaki oran arttirilarak, tayin smirlari 10° M’a kadar diisiiriildii.
Kisaca DPV olarak gosterilen diferansiyel puls voltametrisi, organik ve anorganik
tiirlerin eser miktarlarinin 6l¢iilmesinde son derece kullanigh bir tekniktir. Diferansiyel
puls voltametrisinde, dogrusal bir potansiyel artisina gore ayarlanmig sabit biiyiikliikte
pulslar (dE/dt), calisma elektroduna belli bir siire uygulanir (Sekil 2.4). iki kez akim
Ol¢iiliir. Birincisi, puls uygulanmadan dnce yani tam pulsun bagladigi anda potansiyelde
bir artis olmadan, ikincisi, pulsun bitmesine yakin bir bolgede oOlgiiliir. Bu iki akim
arasindaki fark puls olarak verilir. Sonunda, uygulanan potansiyele karsi bu akim
farklarmin grafige gecirilmesiyle diferansiyel puls voltamogrami elde edilir.??
Voltamogramlardaki pik akimlarmin ytiksekligi, asagidaki esitlikte de goriilecegi gibi
ilgili analitin derisimiyle dogru orantilidir:

Burada, 6 = exp[(nF/RT)(AE/2)]’dir ve AE puls genisligidir.

DPV, en ¢ok kullanilan elektroanalitik yontemlerden biridir. Normal puls
voltametrisiyle karsilastirildiginda iki dstiinliigii vardir. Birincisi, her bir analitin
analitik pikleri birbirinden kolayca ayrilabildigi i¢in tek bir voltamogramda pek ¢ok
analitin belirlenebilmesini saglamaktadir. Ikinci iistiinliigii ise, diferansiyel akimla
calisilmas1 ve bdylece voltametrik bir pikin elde edilmesiyle analitik duyarliligin

5.0x10® M 'dan 1.0x10® 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 g¢alisma elektroduna
uygulanan potansiyel, biiyiik genislikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan
simetrik kare dalgalar seklindedir. Her bir kare dalga dongiisii boyunca, akim iki kez
olgiiliir. Birincisi, ileri yondeki pulsun sonunda (t;) ikincisi ise geri yondeki pulsun
sonundadir (7). Bu iki akim arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu

olarak grafige gegirildiginde kare dalga voltamogrami elde edilir (Sekil 2.5).

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

SWV’nin en biiyiik istiinliigii oldukc¢a hizli bir teknik olmasidir. Etkin tarama
hizi, kare dalganin frekansi (f) ve basamak yiiksekligi (AE;) degistirilerek belirlenir.
Boylece,birkag saniye i¢inde voltamogramlar kaydedilebilmektedir. Bu, ortalama 2-3
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dakikay1 bulan diferansiyel puls voltamograminin tamamlanmasi ile karsilastirildiginda,
kare dalga voltametrisinin analiz siiresini oldukga kisalttignin bir gostergesidir.”? SWV
yonteminin ikinci biiyiik Ustiinligii de, kare dalga yoluyla toplam akima kapasitif
katkilarin minimuma indirilmis olmasidir. Boylece, tarama hizi ¢arpicit bir sekilde
arttirilabilir, 1 V sk tarama hizina kolaylikla ulasilabilir. SWV'de net akim (Al) hem
ileri hem de geri puls akimlarindan daha biyiiktir. Bu nedenle, voltametrik pik
genellikle olduke¢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 i¢in sirasiyla 4 ve
3.3 kat daha yiiksek oldugu soylenebilir.

2.4. Elektrokimyasal Ol¢me Sistemi

Metimazoliin elektrokimyasal davraniglarinin incelendigi bu c¢alismada,
dontigiimlii polarografi, diferansiyel puls polarografi (DPP) ve kare dalga polarografi
(SWP) gibi tekniklerden yararlanmak amaci ile Interface 1000 Gamry markali
elektrokimyasal ~ sistem  kullanildi.  Uygulanan  teknikleri otomatik  olarak
gerceklestirmek ve bilgisayar kontrollii olan bu elektrokimyasal 6l¢me sisteminden elde
edilen verileri degerlendirmek icin ana {niteye bagli bilgisayar sistemindeki
yazilimindan yararlanildi. Elektrokimyasal sistemde, deneye baslamadan Once
hazirlanan ¢ozeltilerden gaz gecirilmesi ve ¢ozeltilerin karistirilmasi otomatik olarak
yapilabilmektedir. Uygun goriilen deney parametreleri sisteme girilip onaylandiktan
sonra deney tamamlandiginda deney verileri, grafik olarak elde edilebilmekte ve
grafikler, daha oOnce elde grafiklerle iist iiste cakistirilarak karsilastirilabilmektedir.

Ayrica, kullamilan yazilimlar, gerektiginde deney verilerinin kopyalanarak bagka
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bilgisayarlara aktarilip Microsoft Excel, PowerPoint ve Paint gibi programlardan
yararlanma olanag1 saglamaktadir.

2.5. Kullanilan Elektrotlar

Deneylerde, c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrot, karsit elektrot
olarak 0.5 mm ¢apinda Pt telden (BAS MW-1032) yararlanildi. 0.1 M H,SO,4 ortaminda
gerceklestirilen elektrokimyasal calismalarda, Ag/AgCl referans elektrodu (BAS MF-
2052 RE-5B) kullanildi. Calismada kullanilan sulu ortam Ag/AgCl referans elektrodu,
kullanilmadigi zaman3.0 M KCl ¢ozeltisinde saklandi.

2.6. Destek Elektrolit

Elektrokimyasal olaylarda elektro aktif olan maddenin elektrot yilizeyine taginma
basamaklarinin ayn1 anda olmamasi olayr basitlestirmektir. Bu tasima sistemleri
arasinda engellenmesi en kolay olan1 gé¢ (migrasyon) olayidir. Bunun i¢in calisilan
ortama kolayca iyonlasan bir tuz, elektrokimyasal 6zellikleri incelenen maddeninkinden
cok daha yiiksek derisimlerde ilave edilir. Bu tuza ya da bu tuzu iceren c¢ozeltiye
“destek elektroliti” adi1 verilir. Destek elektrolitinin derisimi incelenen maddenin
derisiminden 100 kat daha fazla olmalidir. Miktar tayini calismalarinda ve kinetik
incelemelerde analizi yapilacak maddeleri kolayca c¢ozebilen, uygun pH aralifi
saglayan ve olduke¢a diisiik akim veren ¢ozeltiler destek elektroliti olarak se¢ilmistir.
Deneylerde destek elektroliti olarak 0.1 M H,SO,4 kullanilmistir.

2.7. Doniisiimlii Polarografi Deneyinin Yapilisi

Metimazol etkin maddesinin doniisimlii polarografi deneyleri igin hiicre
standina, deneyde kullanilacak calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrot
yerlestirilerek tiglii elektrot sistemi olusturuldu. Calisma elektrotu damlayan civa
elektrot, referans elektrotu AgQ/AgCl elektrot, karsit elektrot olarak da platin tel

kullanilmistir. Cozeltiden 5 dakika azot gaz1 gecirilerek ortamdan oksijenin
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uzaklagsmas1  saglandiktan sonra farkli potansiyel araliklarinda  doniistimlii
polarogramlart alindi. Akimin pratik olarak ¢ok diisik oldugu ve degismedigi
potansiyel aralig1, potansiyel penceresi olarak belirlendi.

Daha sonra calisma clektrodu, referans eclektrot ve karsit elektrot, incelenen
metimazol ¢ozeltilerine daldirilarak sistemden 5 dakika azot gazi gegirildi. Ardindan,
belirlenen potansiyel araliklarinda doniisimlii polarogramlari alindi ve metimazoliin
indirgenme ve yiikseltgenme piklerinin incelenmesi i¢in en uygun potansiyel araligi
secildi.

Metimazoliin polarogramlarina tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla,
deney ¢ozeltilerinin, farkli tarama hizlarinda ve her tarama hizi ¢alismasindan 6nce
cozeltiden belirli bir siire azot gazi gecirilerek polarogramlart alindi. Ayrica, ayni
cozeltiler kullanilarak ¢oklu polarogramlar: da elde edildi.

2.8. Kare Dalga Polarografi Deneyinin Yapilisi

Metimazoliin kare dalga polarografi c¢alismalari, doniisimlii polarografi
caligmalarinda kullanilan ayni elektrokimyasal hiicrede, daha o6nceden belirlenen
potansiyel araliginda, SWP tekniginin en 0nemli parametresi olan frekansi 15 Hz
degerinde, kare dalga genligini 25 mV degerinde ve basamakli adim yiiksekligini 4 mV
degerinde sabit tutarak polarogramlar alindi. Elde edilen polarogramlardaki pik akimi
ve pik potansiyelleri kaydedildi. Pik akimmin derisimle iligskisini belirlemek amaciyla,
farkli derisimlerdeki metimazol ¢ozeltileri i¢in elde edilen pik akimlari derisime karsi
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi.

2.9. Diferansiyel Puls Polarografi Deneyinin Yapihisi

Metimazol i¢in gerceklestirilen diferansiyel puls polarografi ¢alismalari,
dontisimlii  polarografi ¢alismalarinda kullanilan ayn1 elektrokimyasal hiicrede

gerceklestirilmistir. DPP kullanilarak metimazol ¢6zeltisinin adsorptif diferansiyel puls
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polarografi ile analizinde ve puls polarografisi 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 ¢ok kiigiik ve ¢ok biiyiik
puls genlikleri ile tekrarlanabilir sonuglar alinamamasi iizerine ¢aligmalarda 50 mV puls
genligi degerinde voltamogramlar alinmistir. Elde edilen polarogramlardaki pik akimi
ve pik potansiyelleri kaydedilmistir. Pik akiminin derisimle iliskisini belirlemek
amaciyla, farkli derisimlerdeki metimazol ¢ozeltileri i¢in elde edilen pik akimlari
derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

2.10. Yontem Gecerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), tirtinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya
kantitatif analizlerde segilen yontem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde
uygulanabilir oldugunu gostermek i¢in yapilan testlerin timiidiir.*** Secilen analitik
yontemin gegerliligini gostermek i¢in kullanilan parametreler:

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Saklanan Orneklerin Kararlilig1 (Stabilite)
4. Dogrusallik

5. Segcicilik

6. Duyarlilik

7. Geri Kazanim

Farmasotik preparatlarda ve biyolojik ortamlarda etkin maddelerin miktarlarinin
belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gegerlilik testlerinin  yapilmis olmasi

gerekmektedir.
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2.10.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuglarin gercek degere veya gercek olarak
kabul edilen degere yakinligi olarak ifade edilir ve bagil ya da mutlak hata ile verilir.
Kesinlik ise, analitik bir islemde 6nceden belirlenmis kosullar altinda ayni homojen
ornekten bircok drnekleme yapilir ve bu orneklerin her birinden alinan bir seri 6l¢iim
sonuglarinin birbirine yakinligi olarak ifade edilir ve % BSS (bagil standart sapma) ile
verilir.

i) Giinici Kesinlik: Bir birinden bagimsiz bicimde hazirlanmis numunelerin ayn1 giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligi (n=6, n:6l¢iim sayis1) %
BSS degeri ile verilir.

ii) Giinler aras1 kesinlik: Bir birinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmig numunelerin
farkli giinler (en az alt1 giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarinin
birbirlerine olan yakinlik dlgiistidiir. Bu calismayla elde edilen degerler ayn1 zamanda
yontemin uygulanabilirliginin de bir dl¢iisiidiir.

2.10.2. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Saklanan 6rneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Etkin maddeyi igeren kan
orneklerinin normal laboratuvar kosullarinda nem, sicaklik, hava ve 0orneklerin
dondurulup-eritilmesi (-20 °C bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda etkin
maddenin bozunmadan sabit kaldig1 siire tespit edilmeli ve ayn1 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 aralifin belirlenme islemine dogrusallik denir. Bu aralik

belirlendikten sonra ¢6zeltinin derisimine karsi elde edilen cevaplar grafige gecirilerek
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kalibrasyon egrisi tiiretilir. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart
egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun
egimi, dogrusalligin matematiksel bir ol¢iisiidiir.

2.10.4. Duyarhhk

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir
Olctistidiir.

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 ¢alismalarda tayin alt sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giirtiltii
yiiksekligine oranin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

2.10.6. Gozlenebilme (Teshis) Simir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gozlenebilme (teshis) siniri, bir Ornekteki incelenen
bilesigin belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif
tayin icin tam olarak kesinlik ifade eden bir deger olamayip sadece bir sinir degeridir.
Kromatografik caligmalarda gozlenebilme siir1 degeri, pik yiiksekliginin giirtilti
yiiksekligine oranin 3 oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.10.7. Geri Kazamim

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

3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Metimazol (Merck, Almanya)

Thyramazol tablet (Eczane, Erzurum, Tiirkiye)
Asetonitril (HPLC grade, Merck, Almanya)
Deiyonize su (Millipore)

Azot gazi (N2) (% 99.9 saflikta, Erzurum, Tiirkiye)
3.2. Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Memmert)

Ultrasonik banyo (Elma LC 30)

Terazi (Metler Toledo)

Karistiricr (Vorteks, IKA)

3.3. Polarografik Yontem Sartlar:

Polarografik ol¢timler doniisiimlii, kare dalga ve diferansiyel puls polarografi
yontemleri kullanilarak -100 mV ile +150 mV potansiyel araliginda Gamry Interface
1000 markali potansiyostatta gerceklestirildi. Calismada damlayan civa elektrot
indikator elektrot, Ag/AgCl referans elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel
kullanildi. -100 mV ile +150 mVpotansiyel araliginda backraund ve metimazol
¢ozeltilerinin dontisiimlii polarografi taramasi 100 mV tarama hizinda gergeklestirildi.
Polarogramda +0.22 mV potansiyelde bir tane oksidasyon piki goézlendi. +0.22 mV
potansiyeldeki pik akimlarinin degerlerinde dogrusallik saglandigindan +0.22 mV
potansiyelde derisime karsi pik akim degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi

tiretildi.
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4. BULGULAR

4.1. Polarografi Yontemi

4.1.1. Doniisiimlii Polarografi Calismalar:

Metimazoliin elektrokimyasal davranislarini incelemeden once, 0.1 M siilfiirik
asit ortami igin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, 0.1 M siilfiirik asit
ortaminda 50 pg ml™ olarak hazirlanan ¢ozeltinin doniisiimlii polarogrami alindi ve
Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1°den de goriilecegi gibi -100 mV ile +150 mV araliginda
¢oziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine rastlanmadi. Bu
nedenle, ¢alismaya uygun potansiyel penceresinin -100 mV ile +150 mV olarak
secilmesine karar verildi. 0.1 M siilfiirik asit ile hazirlanan metimazol ¢ozeltilerinin, 0.1
V st tarama hizinda, -100 mV ile +150 mV potansiyel aralizinda damlayan civa
elektrot kullanilarak alinan doniistimlii polarogrami Sekil 4.1°de verilmektedir.

Sekilde elektrokimyasal davranisi incelenen metimazole ait, asidik bolgede elde
edilen polarogramda, bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi. Asidik
ortamda anodik pik potansiyeli i¢in +22 mV’dur. Voltamogramlarda bir katodik pikin
gozlenmemesi, metimazoliin yiikseltgenmesinin tersinmez olabileceginin  bir
gostergesidir.  Ancak, katodik pike rastlanmamasi mutlaka elektron aktarim
basamaginin tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii elektron aktarim basamagini takip
eden hizli bir kimyasal reaksiyon gergeklesirse, katodik pik gézlenemeyebilir. Ayrica,
farkli tarama hizlarinda alinan dogrusal taramali polarografi deneylerinden elde edilen

polarogramlardan yararlanilarak da bu diisiincemiz dogrulandi.
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Sekil 4.1. 50 pg ml™ metimazoliin 0.1 M siilfiirik asit ortamunda damlayan civa
elektrotta elde edilen doniisiimlii polarogramlar: (v: 0.1 Vs™, 1: destek elektrolit, 2:

metimazole ait anodik pik)

4.2. Kare Dalga Polarografi (SWP) Deneyinin Yapihisi

SWP deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede, daha 6nce yapilan SWP
deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, SWP yontemi igin gerekli
parametreler ayarlandiktan sonra c¢alismalar gergeklestirilmistir. Metimazoliin stok
standart ¢ozeltisinden elde edilen farkli derisimler i¢in polarogramlarin pik akimlari
kaydedilmistir.

4.2.1.Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Metimazol 0.1 M siilfiirik asit i¢inde 100 pg ml™? derisimde stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip 0.1 M siilfiirik asit ¢ozeltisi
ile seyreltilerek 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 pg ml™ derisimlerde metimazol
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standart calisma ¢oOzeltileri hazirlandi. Metimazoliin  +22 mV potansiyeldeki

voltamogramlari alindi (Sekil 4.2).

0,000 A

-1,000 wd

Idif { 4)

-2,000 ud

-3,000 uwd
-200,0 mvf =100,0 mv 0,000 100,0 mv 200,0 mi

Wetep (W)

Sekil 4.2. Metimazol etkin maddesinin 0.1 M siilfiirik asit ortaminda kare dalga
polarogramlari (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 pg ml™)

4.2.2. Kare Dalga Polarografi Yonteminin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

5-80 ug ml™ derisim araliginda metimazol ¢ozeltilerinin derisimlerine karsi +22
mV potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon

egrileri elde edildi (Sekil 4.3).

24



y=0,0274x+0,4422
25 - R = 0,0062
L 2
=
E 15
e
=T
1 -
05
0 : :
0 20 a0 60 80

Derisim (ug mk")

Sekil 4.3. Kare dalga polarografik yontem kalibrasyon egrisi

Kare dalga voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1 de verildi.

Tablo 4.1. Kare dalga polarografik ¢alismada metimazole ait kalibrasyon egrisinin

istatistiki degerleri

Parametreler Kare Dalga Polaragrafi

Potansiyel (E: mV) +22

Dogrusal aralik (ug ml™) 5-80
Regresyon dogrusu denklemi A=0.0274x+0.4422
Sa 0.012

Sb 0.244
Korelasyon katsayisi (r) 0.9962

S 1.06x10°®

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

4.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
Metimazol igin kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha kiiglik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirlandi ve pik akimlart ii¢ kez okundu. Okunan

degerlerin yilizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil

25



standart sapma degeri % 20°den kii¢lik olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan
kiiciik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Kare dalga polarografik
yontemin gdzlenebilme simr1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0.5 pg ml™ ve 1.5 ug
ml™ olarak bulundu.

4.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giinigi ve giinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri igine diisen li¢ farkli derisimdeki metimazol ¢6zeltilerinin giinigi
ve giinler aras1 (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlan ii¢ kez okundu. Okunan
degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler
aras1 kesinligi ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo

4.2’ de verildi.

Tablo 4.2. Kare dalga polarografik yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve

kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi™) sapma hata BSS sapma BSS
15 15.20+0.372 1.33 2.45 15.33+0.419 2.20 2.73
25 24.89+0.418 -0.44 1.68 25.16+£0.597 0.64 2.37
50 48.86+0.479 -2.28 0.98 49.07+0.682 -1.86 1.39

4.2.2.4. Kararhlik (Stabilite)

Metimazol stok ve standart cozeltilerinin galisma siiresince kararli (stabil)
kaldig1 siireyi belirlemek amaciyla kararlilik calismasi gergeklestirildi. Bunun igin
metimazoliin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakligi, 4 ve -20 0C’de 24

ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6l¢iildii ve
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elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak

sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.3’ de verildi.

Tablo 4.3. Metimazoliin kare dalga polarografik yontemle belirlenen Kkararlilik

(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
15 99.8+1.06 96.4+2.21 99.440.96 97.4+2.32 08.3+208 10211846
25 98.6+1.52 97.7+3.16 99.741.68 96.742.16 0844246 0020742
50 100.8+.64 98.642.65 9934218 98.841.92 9914241  101.20.092

4.2.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir

oldugunu gérmek amaciyla metimazol igeren farmasdtik preparatda etkin madde miktar

analizi yapildi. Bu ¢alisma i¢in metimazol iceren Thyromazol tabletten sirasiyla 30 ug

mi™

ve 60 pg mi™* derisimlerde cozeltiler hazirlandi. Cozeltilerin kare dalga

polarogramlart alinip pik akimlari okundu. Polarogramlar standart c¢ozeltilerin

polarogramlari ile karsilastirildi ve Sekil 4.4 te verildi.
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Sekil 4.4. Thyromazol farmasdétik preparatinin kare dalga polarogramlari

(30 pg ml™ ve 60 pg mi™)

4.2.2.6. Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim galigmalari standart ekleme yontemi ile
yapildi. Thyromazol tabletten 15 pg ml™ derisimde ¢ézeltileri hazirlanarak pik akimlart
okundu. Sonra bu c¢ozeltiler iizerine metimazoliin 3 farkli derisimdeki standart
cozeltileri eklendi ve giini¢i ve gilinler aras1 (farkli gilinlerde en fazla iki gilin) pik
akimlart belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki standart

cozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuclar yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.4’ de verildi.
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Tablo 4.4. Kare dalga polarografik yontemle belirlenen farmasétik preparatlarin giinigi ve

giinler aras1 geri kazanim degerleri

Gilinigi Giinler arasi
Preparat Eklenen  Bulunantstd.  Geri % Bulunan +std. Geri %
(pg ml™) sapma kazanim  BSS sapma kazanim BSS
5 5.1+0.18 102.0 3.53 49+0.13 98.0 2.65
Thyromazol 15 14.84025 987 169  148+027 98.7  1.82
(15 ng i) 35 3524167 1006 474  354+073  10L1  2.06

4.3. Diferansiyel Puls Polarografi (DPP) Deneyinin Yapilisi

Diferansiyel puls polarografi deneylerinde kullanilan elektrokimyasal hiicrede,
daha 6nce yapilan DPP deneylerinde belirlenen potansiyel penceresinde, DPP yontemi
icin gerekli parametreler ayarlandiktan sonra calismalar gerceklestirilmistir.
Metimazoliin stok standart ¢ozeltisinden elde edilen farkli derisimler igin
polarogramlarin pik akimlar kaydedilmistir.

4.3.1.Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Metimazol 0.1 M siilfiirik asit iginde 100 pg ml™ derisimde stok c¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip 0.1 M siilfiirik asit ¢ozeltisi
ile seyreltilerek 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 pg ml™ derisimlerde metimazol
standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Metimazolin  +28 mV potansiyeldeki

voltamogramlar1 alind1 (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Metimazol etkin maddesinin 0.1 M silfiirik asit ortaminda
diferansiyel puls polarogramlari (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 pg ml™)

4.3.2. Diferansiyel Puls Polarografi Yonteminin Gegerlilik Testi

(\Validasyonu)
4.3.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

5-80 pg ml™ derisim araliginda metimazol ¢ézeltilerinin derisimlerine kars +28
mV potansiyelde okunan pik akim degerlerinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon

egrileri elde edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Diferansiyel puls voltametrik yontem kalibrasyon egrisi

Diferansiyel puls voltametrik yontemle elde edilen kalibrasyon egrilerinin
regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de verildi.

Tablo 4.5. Diferansiyel puls voltametrik ¢aligmada metimazole ait kalibrasyon egrisinin

istatistiki degerleri

Parametreler Diferansiyel Puls Voltametri

Potansiyel (E: mV) +28

Dogrusal aralik (ng ml™) 5-80

Regresyon dogrusu denklemi A=0.0274x+0.4422

Sa 0.011

Sb 0.049

Korelasyon katsayist () 0.9962

S 2.44x10°

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

4.3.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)
Metimazol ic¢in kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirlandi ve pik akimlari ii¢ kez okundu. Okunan

degerlerin yiizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde bagil
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standart sapma degeri % 20’den kii¢lik olan derisim gbzlenebilme siir1 ve % 10’dan
kiiciik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Diferansiyel puls
polarografik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla 0.4 pg
mi™ ve 1.2 ug ml™ olarak bulundu.

4.3.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinler arast degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrileri i¢ine diisen li¢ farkli derisimdeki metimazol ¢ozeltilerinin giinigi
ve giinler arasi (farkli giinlerde en az iki giin) pik akimlar ii¢ kez okundu. Okunan
degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin giini¢i ve giinler
arasi kesinligi ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da bagil hata ile Tablo

4.6’ da verildi.

Tablo 4.6. Diferansiyel puls polarografik yonteminin giini¢i ve giinler arasi1 dogruluk ve

kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi™) sapma hata BSS sapma BSS
15 15.10£0.219 0.67 1.44 15.62+0.326 4.13 2.09
25 25.68+0.324 2.72 1.26 26.06+0.589 4.24 2.26
50 49.03+0.519 -1.94 1.06 50.12+1.080 0.24 2.15

4.3.2.4. Kararhlik (Stabilite)

Metimazol stok ve standart cozeltilerinin galisma siiresince kararli (stabil)
kaldig1 siireyi belirlemek amaciyla kararlilik calismasi gergeklestirildi. Bunun igin
metimazoliin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda sicakligi, 4 ve -20 0C’de 24

ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin pik akimlar 6lgiildii ve
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elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile kiyaslanarak

sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7. Metimazoliin diferansiyel puls polarografik yontemle belirlenen kararlilik

(stabilite) degerleri

Oda Oda
Eklenen sicakligi sicakligi 4°C 4°C -20°C -20°C
(ug ml™) 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
+
15 98.5+1.65 94.8+2.68 99.4+1.69 97.4+2.32 98.3+2.28 98.7+0.264
98.5+0.214
25 97.9+2.62 96.9+3.25 98.7+1.65 97.8+ 2.86 98.143.17
101.5+0.096
50 98.8+2.16 95.7+3.62 98.9+2.98 96.7+3.18 97.5+2.96

4.3.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testi (validasyonu) yapilan yontemin uygulanabilir

oldugunu gérmek amaciyla metimazol iceren farmasotik preparatda etkin madde miktar

analizi yapildi. Bu ¢alisma i¢in metimazol igeren Thyromazolt abletten sirasiyla 30 ug

ml™* ve 60 pg ml™* derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltilerin diferansiyel puls

polarogramlar1 alimip pik akimlari okundu. Polarogramlar standart ¢ozeltilerin

polarogramlari ile karsilastirildi ve Sekil 4.7°de verildi.
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Sekil 4.7. Thyromazol farmasétik preparatinin diferansiyel puls polarografik

polarogramlari (30 ug ml™ ve 60 ug ml™)

4.3.2.6. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim caligsmalari standart ekleme yontemi ile
yapildi. Thyromazol tabletten 15 pg ml™ derisimde ¢ézeltileri hazirlanarak pik akimlart
okundu. Sonra bu ¢ozeltiler tizerine metimazoliin 3 farkli derisimdeki standart
cozeltileri eklendi ve giini¢i ve gilinler aras1 (farkli gilinlerde en fazla iki giin) pik
akimlart belirlendi. Belirlenen pik akimi degerleri ayni derisimdeki standart

cozeltilerinin pik akimi degerleriyle kiyaslanarak sonuclar yilizde geri kazanim olarak

Tablo 4.8’ de verildi.
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Tablo 4.8. Diferansiyel puls polarografik yontemle belirlenen farmasotik preparatin giinigi

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 4.89+0.110 97.8  2.26 4.87+0.139 97.4 284
Thyromazol 15 14.5240.311 96.8 214  14.29+0.392 953 274
(15 pg mi”) 35 33.67£0.171 9.2 208  3335:0804 953 241

4.3.3.Kare Dalga Polarografi (SWP) Deneyinin Plazma Calismasi

4.3.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden temin
edilen bos plazmanin 0.5 ml’sine 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 ng ml?
derisimlerde metimazol ¢ozeltilerinden 1 ml olacak sekilde eklendi (spike edildi), 30
saniye karistirildi ve 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant kisim
dekantasyon (aktarma) ile ayrildi ve son hacim 3 ml olacak sekilde 0.1 M siilfiirik asit
ile tamamlandi. Numune ¢ozeltisi hiicreye koyuldu ve damlayan civa elektrotlu

potansiyostat sisteminde kare dalga polarogramlari alindi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Plazmadan elde edilen metimazol ¢ozeltilerinin kare dalga polarogramlar: (blank,

10, 40 ve 70 pg ml™).

4.3.3.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

4.3.3.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Plazmaya ekleme sonucunda elde edilen 5-80 pg ml™" derisim araligindaki
cozeltilerin derisimine karsilik okunan pik akimi degerlerinin grafige gegirilmesi ile

kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.9).
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Sekil. 4.9. Plazma ¢alismasinda kare dalga polarografik yontem kalibrasyon egrisi

Plazma ¢alismasinda kare dalga polarografik yontemle elde edilen kalibrasyon egrisinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.9’da verildi.

Tablo 4.9. Kare dalga polarografik yontemle plazma g¢aligmasinda metimazole ait

kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki degerler

Parametreler Kare Dalga Polaragrafi

Potansiyel (E: mV) +22

Dogrusal aralik (ug ml™) 5-80
Regresyon dogrusu denklemi A=0.0243x+0.4988
Sa 0.012

Sb 0.244
Korelasyon katsayist () 0.995

S 1.06x10°®

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

4.3.3.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)
Plazma ¢aligmasinda, metimazol icin kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden

daha kiiclik derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirland1 ve pik akimlar ii¢ kez okundu.
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Okunan degerlerin yilizde bagil standart sapma (% BSS) degerleri belirlendi. Yiizde
bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik olan derisim gozlenebilme sinirt ve %
10°dan kii¢iik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Kare dalga
polarografik yontemin gézlenebilme sinir1 ve tayin alt sinirt degerleri sirasiyla 0.6 pg
mi™ ve 1.8 ug ml™ olarak bulundu.

4.3.3.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Plazma calismasinda, yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinler arasi
metimazol ¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve ekstrakte edildi. Ekstraktlarin
glini¢i ve giinler aras1 pik akimlar1 alti kez okundu. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 belirlendi. Kesinlik yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk

da bagil hata ile Tablo 4.10’da verildi.

Tablo 4.10. Kare dalga polarografik yonteminin plazmadan gilinigi ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Gilinici Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi?) sapma hata BSS sapma BSS
15 15.21+0.332 1.40 2.18 15.32+0.492 2.13 3.21
25 24.26+0.328 -2.96 1.35 25.37+0.667 1.48 2.63
50 50.07+0.731 0.14 1.46 51.12+1.298 2.24 2.54
4.3.3.2.4. Plazmadan Geri Kazanmim

Plazmadan geri kazanim ¢alismasinda, kalibrasyon egrisi tiiretilmesinde
kullanilan metimazol c¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve ekstraksiyonlar
yapildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin pik akimlar alti kez okundu.

Okunan degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi belirlendi. Bu degerler standart
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cozeltilerden elde edilen degerlerle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11. Kare dalga polarografik yonteminin plazmadan geri kazanim degerleri

Etkin Eklenen Bulunantstd. Geri kazammm % RSD
madde sapma
5 4.8+0.15 96 3.12
10 9.8+0.32 98 3.27
20 20.3£0.41 102 2.02
Metimazol 30 28.9+0.49 1.69
1 96
(ng ml™)
40 40.7+1.14 102 2.80
50 49.1+1.94 98 3.95
60 60.8+2.74 101 451
70 68.9+2.88 98 4.18
80 79.1£3.12 99 3.94
4.3.3.2.5. Kararhlik (Stabilite)

Kararhilik (stabilite) ¢alismasi, plazma igerisinde metimazoliin hangi ortamda ne

kadar siireyle kararli oldugunu kare dalga polarografik yontemiyle belirlemek amaciyla

yapilmistir. Bunun i¢in metimazoliin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda

sicakligl, 4 ve -20 %C’de 24 ve 48 saat stireyle bekletildi. Bu siireler sonunda

cozeltilerin pik akimlar 6l¢iildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen

okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.12°de verildi.

Tablo 4.12. Metimazolin kare dalga polarografik 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
15 98.742.65 95.6+3.48 99.242.61 96.8+3.57 97.243.14 99.9+1.782
25 97.743.15 95.5+3 46 98.9+2.82 97.8£3.79 98.3+2.16  100.6£1.328
50 98.9+2.42 96.744.65 98.3+3.49 96.744.07 9834321 99.6+1.541
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4.3.4. Diferansiyel Puls Polarografi (DPP) Deneyinin Plazma Cahsmasi

4.3.4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden temin
edilen bos plazmanmn 0.50 ml’sine 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 pg mil?
derisimlerde metimazol ¢ozeltilerinden 1 ml olacak sekilde eklendi (spike edildi), 30
saniye karistirildt ve 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant kisim
dekantasyon (aktarma) ile ayrildi ve son hacim 3 ml olacak sekilde 0.1 M siilfiirik asit
ile tamamlandi. Numune ¢6zeltisi hiicreye koyuldu ve damlayan civa elektrotlu

potansiyostat sisteminde diferansiyel puls polarogramlari alindi (Sekil 4.10).

0,000 A

-500,0 nd,

=1,000 wd,

Vel )

-1,500 ud,

Fa
[=1
[t
=1

-2, 500 ud
-200,0 mvf =100,0 mvf 0,000 100,0 mv 200,0 mf

atep (W)

Sekil 4.10. Plazmadan elde edilen metimazol ¢ozeltilerinin diferansiyel puls polarogramlari
(blank, 10, 40 ve 70 pg ml™).
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4.3.4.2. Yontemin Gecerlilik Testi (Validasyonu)

4.3.4.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

Plazmaya ekleme sonucunda elde edilen 5-80 pg ml™ derisim araligindaki
cozeltilerin derisimine karsilik okunan pik akimi degerlerinin grafige gegirilmesi ile
kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.11).
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Sekil. 4.11. Plazma calismasinda diferansiyel puls polarografik yontem kalibrasyon egrisi

Plazma c¢aligmasinda diferansiyel puls polarografik yontemle elde edilen kalibrasyon

egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.13de verildi.

Tablo 4.13. Diferansiyel puls polarografik yontemle plazma ¢aligmasinda metimazole ait

kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki degerler

Parametreler Diferansiyel Puls Polaragrafi

Potansiyel (E: mV) +24

Dogrusal aralik (ug ml™) 5-80

Regresyon dogrusu denklemi A=0.0271x+0.4515

Sa 0.013

Sb 2.483

Korelasyon katsayisi (r) 0.9971

S 1.47x10°®

Sa: Kaymanin standart sapmasi, S,: Egimin standart sapmasi, S;: Korelasyon katsayisinin standart
sapmast
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4.3.4.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Plazma ¢aligmasinda, metimazol i¢in kalibrasyon egrisinin en kii¢iik degerinden
daha kiiglik 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 kiigiik olan derisim gozlenebilme sinirt ve %
10’dan kiigiik olan derisim de tayin alt sinir1 degeri olarak tespit edildi. Diferansiyel
puls polarografik yontemin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirastyla 0.5
ug mi™ ve 1.5 ug mi™ olarak bulundu.

4.3.4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Plazma calismasinda, yontemin dogrulugu ve kesinligi gilinici ve giinler arasi
metimazol ¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve ekstrakte edildi. Ekstraktlarin
giini¢i ve gilinler aras1 pik akimlar alti kez okundu. Okunan degerlerin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 belirlendi. Kesinlik ylizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk

da bagil hata ile Tablo 4.14’de verildi.

Tablo 4.14. Diferansiyel puls polarografik yonteminin plazmadan giinigi ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen  Bulunantstd. % bagil % Bulunan +std. % bagil hata %
(ug mi™) sapma hata BSS sapma BSS
15 14.96+0.144 -0.27 0.96 15.16+0.317 1.07 2.09
25 25.66+0.279 2.64 1.09 25.98+0.694 3.92 2.67
50 50.12+0.962 0.24 1.92 51.06+1.370 212 2.68
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4.3.4.2.4. Plazmadan Geri Kazamim

Plazmadan geri kazanim ¢aligmasinda, kalibrasyon egrisi tiiretilmesinde kullanilan
metimazol ¢ozeltileri plazmaya eklendi, karigtirildi ve ekstraksiyonlart yapildi.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin pik akimlari alt1 kez okundu. Okunan
degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi belirlendi. Bu degerler standart ¢ozeltilerden
elde edilen degerlerle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.15°de

verildi.

Tablo 4.15. Diferansiyel puls polarografik yonteminin plazmadan geri kazanim degerleri

Etkin Eklenen Bulunantstd. Geri kazanmim %o BSS

madde sapma

5 4.9+0.14 98 2.86
10 9.9+0.26 99 2.63
20 19.3+0.37 97 1.92

Metimazol 30 29.4+0.49 1.67

1 98

(ng mi™)
40 41.1+1.08 103 2.61
50 48.9+1.85 98 3.78
60 61.2+2.69 102 4.39
70 69.3£2.97 99 4,29
80 78.4+3.15 98 3.99

4.3.4.2.5. Kararhlik (Stabilite)

Kararlilik (stabilite) ¢alismasi, plazma igerisinde metimazoliin hangi ortamda ne
kadar siireyle kararli oldugunu diferansiyel puls polarografik yontemiyle belirlemek
amaciyla yapilmistir. Bunun i¢in metimazoliin {i¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri
oda sicakligi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 48 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda
cozeltilerin pik akimlar1 6l¢iildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen

okunan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim ile Tablo 4.16°da verildi.
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Tablo 4.16. Metimazoliin diferansiyel puls polarografik yontemle belirlenen kararlilik

(stabilite) degerleri

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

(ug mi™ 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
15 99.2+2.61 96.843.57 99.242.61 96.8+3.57 0844246 0520742
25 98.9+2.82 97.8+3.79 98.9+2.82 97.8+3.79 99.142.41 101.2+0.092
50 08.942 42 96.744.65 98.343.49 96.744.07 983+208 0870264
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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 yontemlerin tistiinliikleri
ve sinirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve iyi bir karar verme
yetisine sahip olmak gerekir. Ayrica analizi yapilacak madde ile ilgili iyi bir literatiir
taramasinin yapilmis olmasi da gerekmektedir. Aslinda analitik bir yontemin nasil
secilecegi konusunda net bir sey sOylemek miimkiin degildir; ¢linkii laboratuvar
kosullarina bagl olarak kullanilacak yontemler degisebildiginden dolay1 her zaman en
iyi yol sadece bir tane olamayabilir. Kosullara bagli olarak kullanilacak yontemler
degisebilmektedir. Bundan dolay1 analitik kimya ¢aligmalar1 ¢ok biiylik bir ¢esitlilik arz
eder.

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

Bu c¢alismada metimazol ilag etkin maddesinin Oncelikle elektrokimyasal
davranisi, doniisimli polarografi yontemi ile tersinirlik ve adsorpsiyon ozellikleri gibi
ozelliklerinin incelenmesi amaglandi. Bu disiinceyle pH, derisim, tarama hizi gibi
deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenmis ve bu
kosullarda nicel tayin c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Elektroanalitik metotlarin
hepsinde elektrot ¢ozelti sistemine elektriksel etki yapilarak sistemin verdigi cevap
Olciiliir. Bu cevap sistemin oOzellikleri hakkinda bilgi verir. Genel olarak biitiin

elektrokimyasal tekniklerde akim, potansiyel ve zaman parametreleri bulunur ve bu
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parametreler teknigin adini1 belirler. Mesela, voltametri, kronoamperometri ve
kronokulometri gibi tekniklerde sirasi ile potansiyel-akim, zaman akimve zaman-yiik
parametreleri arasindaki iligki anlatilmaktadir. Elektroanalitik metotlar genel olarak net
akimin sifir oldugu denge durumundaki statik metotlar ve denge durumundan uzakta
net akimin gozlendigi dinamik metotlar olmak {izere ikiye ayrilir. Elektroanalitik
tekniklerin ¢ok biiyiik bir kism1 net akimin sifir olmadig1 dinamik metotlardir ve bunlar
da potansiyel kontrollii veya akim kontrolliidiir.?°

Akim kontrollii teknikler kronopotansiyometri ve kulometrik titrasyonlar olmak
iizere iki kisimda incelenir. Iyon segici elektrotlarin kullanildig1 metotlar akimin sifir
oldugu statik elektroanalitik metotlardir. Voltametride deneyler tiglii elektrot sisteminde
gerceklestirilmektedir. Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli degistirilen indikator
elektrot veya ¢alisma elektrotudur.

Voltametride indikator elektrot olarak, civa, platin, altin, paladyum, karbon
elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, camsi1 karbon elektrot) gibi elektrotlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Elektrot sistemindeki ikinci elektrot, potansiyeli deney
sliresince sabit kalan referans elektrottur. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrottur. Elektrot sistemindeki iigiincii elektrot ise karsit veya
yardimei elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle Pt tel kullanilir.”” Voltametride
akim, c¢alisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi
sonucunda olusur. Indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim, yiikseltgenmeden
dolay1 olusan akima ise anodik akim denir.

Metimazol etkin maddesi i¢in yapilan literatiir arastirmasinda miktar tayinine
yonelik UV dedektorli HpLC!0 11 15,16 yontemlerine ulasilmistir. Calismalarda tampon
sistemi igeren mobil faz kompozisyonlar: kullanilmistir. pH’s1 bilinen tampon mobil faz

sistemi glinliik hazirlanmasi gerekmekte ve bu durum kolon Omriinii azaltmaktadir.
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HPLC calismasinda analizin yapilmasi, kolonun sartlandirilmasi, analiz 6ncesi HPLC
sisteminin c¢aligmaya optimize edilmesi i¢in ¢ok fazla zaman harcanmaktadir. HPLC
yontemi ile farkli etkin maddelerinin farmasotik preparatlarda ve biyolojik
materyallerde yoOntem gelistirme, yontem validasyonu ve gercek numunelerde

28-38 Metimazoliin

uygulamasinda HPLC sistemi ile ¢alismanin zorluklart bilinmektedir.
farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda tayinine yonelik kare dalga ve
diferansiyel puls polarografi yontemleri ile ilgili bir ¢alismaya da ulasilamamuistir.
Bundan dolayr metimazol etkin maddesinin farmasétik preparatlarda ve insan

plazmasinda tayinine iliskin kolay, ekonomik ve hizli yontemler gelistirilmesi

gerekmektedir.

Farmasotik dozaj formlarinda metimazol ilag etkin maddesinin fiziksel ve
farmakokinetik yapisindaki degisiklikler, bu molekiillerin yiikseltgenme veya
indirgenme davraniglarindaki degisikliklere baglhidir. Bu nedenle bu degisikliklerin
izlenmesinde elektrokimyasal yontemler 6nem tasimaktadir. Ancak tlizerinde ¢alisilmasi
diisiiniilen bu 1ilag etkin maddesinin olduk¢ca yeni olmast nedeniyle literatiir
arastirmasinda polarografik yontemler ile analizi i¢in bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Ayrica bu etkin maddenin elektrokimyasal mekanizmasi hakkinda da literatlirde bir

bilgiye ulasilamamustir.

Bu nedenle tez kapsaminda yer alan metimazol maddesinin
yiikseltgenme/indirgenme mekanizmalar1 {izerinde de caligmalar yapilarak, analiz
sonuglari ile birlikte degerlendirilmistir. Bu tezde kullanilan elektrokimyasal yontem
olan voltametri 1970’li yillardan bu yana elektronikteki gelismelerle dogrusal olarak
ilag analizlerinde sagladig1 bazi {istiinliikler nedeni ile giderek artan bir uygulama
alanina yelyllmlstlr.39'41 Ozellikle sonradan gelistirilen tekniklerle ¢ok diisiik

derisimlerde bile (10°-10% M) farmasétik analizler yapllabilmektedir.42'44
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Voltametrik yontemlerin giiniimiizde ¢ok sayida kullanim alan1 vardir. Temel olarak
en onemli kullanim alan1 madde miktar tayinidir. Bu nedenle 6zellikle klinik amagla
kullanimlar1 ¢ok yaygindir. Ilaglarin i¢indeki etkin maddelerin tabletlerden, biyolojik
stvilardan 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 ila¢ etkin maddeleri ve metabolitlerinin direkt olarak

analizinin yapilabilmesi saglanmaktadlr.39‘41'45'47

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

Voltametri yontemlerinin istiin yanlarindan biri de, ilag etkin maddelerinin
indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarindaki rolii ile molekiiler biyoloji alaninda ve
dolayistyla fizyolojik ©nem tasiyan pek ¢ok bilesigin farmakolojik etki
mekanizmalarinin  agiklanmasinda kullanilmasidir. Ilag etkin maddelerinin elektrot
ylizeyindeki oksido-rediiktif davraniglari, ilaclarin viicuda alindigi zaman viicutta
ugradiklart invivo redoks davraniglarina benzetilmekte ya da baska bir deyisle
metabolizmalar1 hakkinda bilgi verebilecegi diisiiniilmektedir.***®

Voltametrik analizde kullanilan kati elektrotlarla yapilan ¢alismalardaki en
onemli engel elektrot yiizeyinin, maddelerin yiizeyde tutulmalar1 nedeniyle kolayca
temizlenememesi ve bu nedenle tekrar edilebilirligin saglanmasinin oldukca zahmetli
parlatma veya biraz vakit alan elektrokimyasal 6n islemler gerektirmesidir. Bu tekrar
edilebilirligin saglanabilmesi i¢in son yillarda bazi1 kimyasal, elektrokimyasal veya her

ikisinin de bir arada kullanildigr 6n islemlerle elektrot materyalinin aktive edilerek

temizlenmesi®® veya ozellikleri  degistirilerek  gelistirilmis  elektrot  dizayn
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¢alismalar’®™®® sayesinde yapilan analizlerde duyarlik ve segicilik arttirilmig hatta
elektroinaktif yapidaki molekiillerin analizlerinin yapilabilmesi saglanmugtir.>

Civa kokenli elektrotlar, civa elektrodunun negatif potansiyellerde
kullanilabilmesi, siirekli yeni bir yiizey olusturabilmesiyle onceki iglemlerden kalan
safsizliklarin civa yiizeyinden uzaklastirilabilmesi, tekrarlanabilir civa damlalarinin
olusmasi sonucu tekrarlanabilir akimlarin elde edilmesi, genis bir potansiyel araliginda
uygulanabilmesi ve birgok metalin civa yiizeyinde indirgenerek civa ile amalgam
olusturabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 genellikle c¢alisma elektrodu olarak
kullanilirlar.

Civa kokenli elektrotlarin mahsurlar1 ise civanin kolayca yiikseltgenmesinden
dolay1r anodik sinirin kiigiik ve civa film elektrodu hari¢ civanin saglik iizerine olan
etkisidir. Civa kokenli elektrotlar; damlayan civa elektrodu, asili civa damla elektrodu,
durgun civa damla elektrodu ve civa film elektrodudur. Damlayan civa elektrodu
(DME), civa haznesinden siirekli olarak civanin akmasi ile olusan bir elektrottur. Civa
akis hizi, civa haznesinin ytliksekligini degistirerek yer ¢ekimi etkisi ile veya manyetik
etki ile kontrol edilen bir igne araciligiyla mekanik olarak ayarlanir. Akis hiz1 mekanik
olarak kontrol edildiginde civa damlasinin diisiiriilmesi mekanik bir ¢ekig araciligiyla
yapilir. Damlayan civa elektrodunda akim civa damlasinin biiyliimesinden diismesine
kadar siirekli olarak ol¢iiliir.>

Durgun civa damla elektrodu (SDME), civa haznesine bagl bir kapilerden akan
civa damlasinin bir vida diizenegi veya bir igne yardimiyla kapilerin ucunda belirli bir
stire tutuldugu elektrottur. Polarogram her damlada bir kez civa damlasinin durgun

5354 Asili civa damla elektrodu

olarak tutuldugu anda 6l¢lim alinmasiyla elde edilir.
(HDME), civa haznesine bagli bir kapilerden akan civa damlasinin bir vida diizenegi

veya bir igne yardimiyla kapilerin ucunda asili tutuldugu elektrottur. Tiim voltamogram
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tek bir civa damlast ile tamamlanir. Bunun sonucunda Onceki islemler sirasinda
adsorplanan tiirlerden ve diger elektrot kirliliklerinden kurtulunulur.

Gecmiste, voltametride damlayan civa elektrodu kendine has birkag 6zelliginden
dolay1 en yaygin kullanilan elektrottu. Bu o6zelliklerinden birincisi, civanin hidrojen
iyonunun indirgenmesine gosterdigi olaganiistii yiiksek asir1 gerilimdir. Bunun
sonucunda, termodinamik potansiyeller hidrojen gazi olusmadan ¢inko ve kadmiyum
gibi metallerin elektrot iizerinde birikmesinin miimkiin olmadigin1 gostermesine
ragmen, bu metal iyonlarinin asidik ¢ozeltiden kolaylikla civanin iizerine birikmesi
miimkiin olur. Ikinci iistiinliigii ise, her damla ile yeni bir metal yiizeyi yaratilmasidir;
dolayisiyla, elektrodun davranisi daha oOnceki durumundan bagimsiz olur. Bunun
aksine, kat1 metal elektrotlari, adsorplanmis veya birikmis safsizliklardan dolay1, son
derece diizensiz davranis gosterirler. Damlayan civa elektrodunun iiglincli iistiinligi
ise, herhangi bir potansiyelde, bu potansiyele ister yiiksek isterse diisiik
potansiyellerden  gelinmis olsun, aninda tekrarlanabilir ortalama akimlar
olusturabilmesidir. Damlayan civa elektrodun en biiyilkk mahsuru, civanin kolayca
yiikseltgenmesidir; bu 6zelliginden dolayi, bu metalin anot olarak kullanilmasi son
derece sinirhdir. Yaklagik + 0.4 V'dan yiiksek potansiyellerde, civa(I) olusumu, diger
yiikseltgenebilir tiirlerin dalgalarin1 kapatan biiyiik bir dalga verir. Civa(l) ile kompleks
veya ¢Okelti olusturan iyonlar varsa, bu davranis daha diisiik potansiyellerde goriiliir.

Damlayan civa elektrodun bir baska onemli mahsuru ise, klasik yontemin
duyarliligimi yaklasik 10° M'a sinirlayan faradayik olmayan artik akim veya yiikleme
akimidir. Daha diisiik derisimlerde artik akim difiizyon akimini asabilir ki, bu da
difiizyon akiminin dogru Ol¢limiinii engeller. Daha sonra gosterilebilecegi gibi,
giinimiizde go6zlenebilme simirlar1 10-100 kat artirilmis yontemler mevcuttur.

Damlayan civa elektrodunu kullanmak zordur ve tikanmalar sonucu problemler
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cikmaktadir. Klasik polarografinin bir baska sorunu da, akim-voltaj egrilerinde
polarografik maksimum denilen piklerin yer almasidir. Tam bilinmemekle birlikte bu
maksimumlarin civa damlas1 biiyiirken ¢evresinde konveksiyon olusmasindan
kaynaklandig1 sanilmaktadir. Genelde, ortama jelatin veya Triton X-100 gibi bir yiizey
aktif madde katilinca, bu maksimumlar kaybolur. Bdyle maddelere, maksimum
baskilayici denir. Bunlarin fazlasini kullanmaktan kaginmak gerekir. Ciinkii viskoziteyi
degistirirler ve difiizyon akimm diisiirebilirler.*

Metimazol ile ilgili yapilan literatiir taramasinda kare dalga ve diferansiyel puls
polarografi yontemleriyle farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda metimazol
miktar tayinine yonelik bir ¢calismaya ulasilamadi. Bu sebeple ¢alismada, metimazoliin
farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda miktar tayini i¢in yeni bir yontem olan
kare dalga ve diferansiyel puls polarografi yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri
yapildi. Yontemlerden elde edilen sonuglarin 6zeti asagida verildi.

Metimazoliin elektrokimyasal davraniglarini incelemeden once, 0.1 M siilfiirik
asit ortami igin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amagla, 0.1 M siilfiirik asit
ortaminda 50 pug ml™ olarak hazirlanan metimazol ¢ézeltisinin déniisiimlii polarogrami
alindi ve Sekil 4.1°de verildi. Sekil 4.1’ den de goriilecegi gibi -100 ile +150 mV
araliginda ¢oziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine
rastlanmadi. Bu nedenle, ¢alismaya uygun potansiyel penceresinin -100 ile +150 mV
olarak secilmesine karar verildi. 0.1 M siilfiirik asit ile hazirlanan metimazol
¢ozeltilerinin, 100mVs™ tarama hizinda, -100 ile +150 mV potansiyel arahiginda
damlayan civa elektrot kullanilarak alinan dontisiimli polarogrami Sekil 4.1° de
goriilmektedir.

Sekil 4.1” de elektrokimyasal davranisi incelenen metimazole ait, asidik bolgede

elde edilen voltamogramda, bir anodik pik gozlenirken katodik pike rastlanmadi. Asidik
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ortamda anodik pik potansiyeli i¢in +0.22 V’dur. Voltamogramlarda bir katodik pikin
gozlenmemesi, metimazoliin yiikseltgenmesinin tersinmez olabileceginin  bir
gostergesidir. Ancak, katodik pike rastlanmamasi mutlaka elektron aktarim
basamaginin tersinmez oldugunu gostermez. Ciinkii elektron aktarim basamagini takip
eden hizli bir kimyasal reaksiyon gerceklesirse, katodik pik gozlenemeyebilir. Ayrica,
farkli tarama hizlarinda alinan dogrusal taramali polarografi deneylerinden elde edilen
polarogramlardan yararlanilarak da bu diisiincemiz dogrulandi.

Pik potansiyelinin yiiksek tarama hizlarinda pozitife kaymasi kriteri de, sistemin

. o . . o <10, 21,2 1/2
tersinmezliginin bir gdstergesidir.”*® Ayrica v-ly, v 2.

mve log v-log I, grafiklerinde
akim fonksiyonunun tarama hizina bagli olmasi da sistemin tersinmez olabilecegini
diistindiirdii.

Metimazoliin elektrot yiizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi
icin doniisimlii ve dogrusal taramali polarografi yontemi kullanildi. Metimazoliin
elektrot yiizeyine adsorbe olup olmadigi farkli tarama hizlarinda doniisiimli
polarogramlar1 alinarak pik akimlarinin tarama hiziyla degisiminden yararlanildi. Bu
amagla log ip-log v grafikleri ¢izildi. Bilindigi gibi, difiizyon dikkate alinarak tiiretilen
ve doniisiimlii voltamogramdaki pik akimini veren Randless-Sevcik esitliginden, log ip
ve log v arasinda, egimi 0.5 olan bir dogru elde edilir. Maddenin elektrot yiizeyinde
adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu bagintidan ve dolayisiyla 0.5’den sapmalar meydana
gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin egimi 0.5’den biiyik olur.”* Yapilan
caligmada ¢izilen metimazol i¢in log ip ve log v arasindaki grafikte egimin 0.6065
olmas1 diflizyon kontrollii mekanizma yaninda metimazoliin elektrot yilizeyinde
adsorpsiyonu da s6z konusudur.

Polarografik olgtimler kare dalga ve diferansiyel puls polarografi yontemi

kullanilarak -100 ile +150 mV potansiyel araliginda Gamry Interface 1000 markali
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potansiyostatta gerceklestirildi. Caligmada damlayan civa elektrot indikator elektrot,
Ag/AgCl referans elektrot ve karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. -100 ile +150
mV potansiyel araliginda kor ve metimazol ¢ozeltilerinin doniisiimlii polarografide
taramas1 100 mV tarama hizinda gergeklestirildi. Voltamogramda +22 mV potansiyelde
bir tane oksidasyon piki gozlendi. +22 mV potansiyeldeki pik akimlarinin degerlerinde
dogrusallik saglandigindan +22 mV potansiyelde derisime karsi pik akim degerleri
dikkate alindi.

Kare dalga polarografi yonteminde +22 mV potansiyeldeki 5-80 pg ml™
derisime sahip metimazol standart ¢ozeltilerinin voltamogramlari alindi (Sekil 4.2).
Ayrica yontemin dogrusal oldugu derisim araliginda (5-80 pg ml™) metimazol ¢ozeltisi
derisimine karsi okunan pik akimlar siddeti degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon
egrisi elde edildi. Polarografi yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden
regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla A=0.0241x+0.5073
(A: Pik akim siddeti, x: derisim) ve 0.9966 olarak, yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD)
degeri 0.5 pg ml™ ve tayin alt s (LOQ) degeri ise 1.5 pg ml™ olarak belirlendi.
Giini¢i ve giinler aras1 kesinlik belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve
dogruluk belirlenmesinde bagil hata degerleri, sirasiyla % 2.73 ve % 2.28’den kiigiik
olarak tespit edildi. Yontemin uygulamasi metimazol igeren farmasotik preparatlardan
Thyramazol tablette miktar analizi yapilarak gergeklestirildi. Yontemlerin farmasotik
preparatdan geri kazanim degerleri % 98.7 ile % 102 arasinda oldugu belirlendi.

Diferansiyel puls polarografi yonteminde +28 mV potansiyeldeki 5-80 pg ml™
derisime sahip metimazol standart ¢ozeltilerinin voltamogramlar1 alindi (Sekil 4.3).
Ayrica yontemin dogrusal oldugu derisim araliginda (5-80 pg ml™) metimazol ¢ozeltisi
derisimine kars1 okunan pik akimlar1 siddeti degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon

egrisi elde edildi. Polarografi yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden
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regresyon dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla A=0.0274x+0.4422
(A: Pik akim siddeti, x: derisim) ve 0.9962 olarak, yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD)
degeri 0.4 pg ml™ ve tayin alt s (LOQ) degeri ise 1.2 pg ml™ olarak belirlendi.
Glinigi ve giinler aras1 kesinlik belirlenmesinde yilizde bagil standart sapma (% BSS) ve
dogruluk belirlenmesinde bagil hata degerleri, sirasiyla % 2.26 ve % 4.24’den kiiglik
olarak tespit edildi. Yontemin uygulamast metimazol iceren farmasétik preparatlardan
Thyramazol tablette miktar analizi yapilarak gerceklestirildi. Yontemlerin farmasotik
preparatdan geri kazanim degerleri % 96.2 ile % 97.8 arasinda oldugu belirlendi.

Farmasotik preparatlarda metimazol igin gelistirilen kare dalga ve diferansiyel
puls polarografi yonteminin giini¢i ve giinler arasi yiizde bagil standart sapma ve bagil
hata degerleri yaklasik olarak % 5.0’dan kii¢iik oldugundan dolay1 olduk¢a iyi bir
degerdedir. Bu sebeple gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan her iki yontemin yiizde
bagil standart sapma ve bagil hata degerlerine gore yontemlerin kesinligi, dogrulugu ve
tekrarlanabilirliginin olduk¢a yiiksek oldugu sdylenebilir. Ayrica her iki yontemin
farmasotik preparatlardan geri kazanim degerleri de oldukca yiiksektir. Farmasotik
preparatlarda metimazoliin miktar tayini i¢in uygulanan kare dalga ve diferansiyel puls
polarografi yontemlerinin birbiriyle karsilastirilmasi amaciyla da t-testi yapildi. Bu test
sonucunda her iki yontemin arasinda herhangi bir farkin olmadig1 goriilmektedir (thesap:
2.047 Ve teetvel: 0.05 (2, 18): 3.55; thesap <tcetvel 0ldugundan P>0.05).

Ayrica gelistirilen yontemlerin farmasotik preparatlardan geri kazanim degerleri
de oldukca vyiiksektir. Bu yontemlerin baska bir avantaji da herhangi bir 6n
zenginlestirme, ekstraksiyon veya uzun bir numune hazirlama islemine gerek
duyulmadan dogrudan Olgiim yapilabilmesine izin vermesidir. Bu nedenle ilag
endiistrisinde kalite kontrol ¢alismalarinda kare dalga ve diferansiyel puls polarografi

yontemi basariyla uygulanabilir.
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Kare dalga polarografi yontemi ile plazma ¢alismasinda, 5-80 pg ml™ derisim
araliginda hazirlanan bir seri standart metimazol ¢ozeltisinden uygun miktarlarda 0.50
ml plazma {tizerine eklenip (spike edilip) karistirildi. Ekstraksiyon islemi sonucunda
elde edilen ¢ozeltilerin -100 ile +150 mV potansiyel araliginda polarogramlari alindu.
Polarogramlardan pik akimlari kaydedildi. Yontemin dogrusal oldugu derigim
araliginda (5-80 pg ml™) metimazol ¢ozeltisi derisimine karsi okunan pik akimlari
degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kare dalga polarografi
yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden regresyon dogrusu denklemi ve
korelasyon katsayisi (r) sirastyla A=0.0243x+0.4988 (A: pik akimi, x: derisim) ve 0.995
olarak, yontemin gozlenebilme siir1 (LOD) degeri 0.6 pg ml™t ve tayin alt sinirt (LOQ)
degeri ise 1.80 pg ml™ olarak belirlendi. Giini¢i ve giinler arasi kesinlik belirlenmesinde
yiizde bagil standart sapma (%BSS) ve dogruluk belirlenmesinde bagil hata degerleri,
sirastyla % 3.21 ve % 2.96’den kiiciik olarak tespit edildi. Yontemin plazmadan
ortalama geri kazanim degeri % 98.9 olarak tespit edildi.

Diferansiyel puls polarografi yontemi ile plazma calismasinda, 5-80 pug ml™
derisim araliginda hazirlanan bir seri standart metimazol ¢6zeltisinden uygun
miktarlarda 0.50 ml plazma iizerine eklenip (spike edilip) karistirildi. Ekstraksiyon
islemi sonucunda elde edilen ¢ozeltilerin -100 ile +150 mV potansiyel araliginda
polarogramlar: alindi. Polarogramlardan pik akimlari kaydedildi. Yontemin dogrusal
oldugu derigim araliginda (5-80 pg ml™) metimazol ¢ozeltisi derigimine karst okunan
pik akimlari degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Diferansiyel
puls polarografi yonteminin kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden regresyon
dogrusu denklemi ve korelasyon katsayisi (r) sirasiyla A=0.0271x+0.4515(A: pik
akimi, x: derigim) ve 0.9971 olarak, yontemin goézlenebilme sinir1 (LOD) degeri 0.5 pg

ml™ ve tayin alt sinir1 (LOQ) degeri ise 1.50 pg ml™ olarak belirlendi. Giinigi ve giinler
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aras1 kesinlik belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk
belirlenmesinde bagil hata degerleri, sirasiyla % 2.68 ve % 3.92’den kiicilik olarak tespit

edildi. Yontemin plazmadan ortalama geri kazanim degeri % 98.7 olarak tespit edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, metimazol etkin maddesinin standart ¢ozeltilerde, farmasotik
preparatlarda ve insan plazmasinda miktar tayini igin literaratiirdeki yontemlere
alternatif olacak kare dalga ve diferansiyel puls polarografi yontemleri gelistirilip
gecerlilik testleri yapildu.

Gelistirilen bu yontemler hassas, duyarli, Segici, dogru ve kesin oldugu
gecerlilik testleri ile gosterildiginden dolayr yontemlerin farmasétik preparatlarda
metimazoliin miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu ¢alismadan
elde edilen verilerin ileriki ¢alismalara da yol gosterici olacagi disliniilmektedir.
Bunlar;

Onerilen kare dalga ve diferansiyel puls polarografi yéntemleri troid
hastaliklarinda iilkemizde ve bolgemizde yaygin olarak kullanilan metimazol etkin
maddesinin insan plazmasinda duyarli ve ekonomik tayinlerinin gergeklestirilmesine
imkan verebilir.

Troid hastaliklarinda kullanilan ilaglarin analizleri i¢in kromatografik sistemler
pahali organik solvanlari kullanirken, gelistirilen yontemlerde minimum solvan sarfiyati
bulunmaktadir. Bunun i¢in 6n zenginlestirme, ekstraksiyon veya tiirevlendirme gibi
basamaklara ihtiya¢ duyulmadan kare dalga ve diferansiyel puls polarografi yontemleri
ile direkt Ol¢iim yapilmasiyla literatiirdeki diger yontemlere alternatif olabilir. Bu
anlamda yapilan tez 6zgiin bir calismadir.

Ayrica yiiriitiilen arastirmanin bilimsel katkis1 ve pratik sonuclar1 sunlardir:

- Secilen metimazol etkin maddesinin yiikseltgenme ve indirgenme mekanizmasi
aydinlatilmis, boylece bu etkin maddenin viicutta nasil bir mekanizma ile metabolize

oldugu hakkinda in vitro olarak bilgi sahibi olunmaya ¢alisiimistir.
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- Metimazol etkin maddesinin ileride insan plazmasinda tayini igin Onerilecek
ekonomik ve rutin analizlere uygulanabilecek 6zgiin iki yontem gelistirilmis oldu. Bu
nedenle 6zellikle tip alaninda rutin analizlerin yapilmasi kolaylagmakta ve ¢ok sayida

analiz kisa siirede ve az numune ihtiyaci ile yapilabilecektir.
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