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OZET

Yilksek Lisans Tezi

ARIPIPRAZOLUN ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERI VE ANODIK ADSORPTIF
SIYIRMA VOLTAMETRI YONTEMI iLE FARMASOTIK VE BiYOLOJIiK SIVILARDA
TAYINI

Elif YUKSEL

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Funda OZTURK

Bu calismada Aripiprazol (ARP) etken maddesinin elektrokimyasal davranisi,
aluminyum oksit nanopartikilli karbon pasta elektrot (Al.Oz NP-KPE) yuzeyinde, Britton-
Robinson (BR) tamponunda doniisiimlii voltametri (DV) ve kare dalga voltametrisi (KDV)
yontemleri ile incelenerek, ARP’nin adsorpsiyon ¢zellikleri belirlendi. Ayrica ARP’nin tablet
ve serum Orneklerinde tayini igin kare dalga anodik adsorptif siyirma voltametri (KDAAdSV)
yontemi gelistirildi. Belirlenen optimum parametreleri 0,00 V ve 150 s degerleri kullanilarak
KDAAJSYV yontemi ile elde edilen pik akimi-derisim grafiklerinden 3,0x10®mol L - 8,0x10°
® mol L? arasinda iki farkli dogrusal ¢alisma araligi belirlendi. Yapilan kalibrasyon
caligmalarinin analitik parametreleri en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirildi.
Gozlenebilme smir1 ve alt tayin sinirt degerleri birinci ve ikinci derisim araligi icin sirasiyla
5,70x10°mol L7, 1,90 x10®mol L ve 2,82x10"mol L?, 9,41 x10'mol L olarak belirlendi.
Gelistirilen yontemin validasyonu yapildi. Bu yontem tablet ve serum ortaminda bulunan
ARP tayini i¢in kullanildiginda; giivenilir, tekrarlanabilir, yiiksek dogruluk ve kesinlige sahip
sonuglar elde edildi. Gelistirilen yontemin uygulama sonuglar1 ve validasyon parametreleri
s0z konusu ila¢ etken maddesi icin gergek derisim degerleri ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda sonuglar arasinda %95 giiven seviyesinde anlamli bir fark olmadigi

goralda.

Anahtar kelimeler: Aripiprazol, modifiye karbon pasta elektrot, siyirma voltametri, insan
serumu, tablet.
2019, 73 sayfa



ABSTRACT

Master’s Thesis

ELECTROCHEMICAL PREPERTIES OF ARIPIPRAZOLE AND ITS ANODIC
ADSORPTIVE SITRIPPING DETERMINATION IN PHARMACEUTICAL AND
BIOLOGICAL FLUIDS

Elif YUKSEL

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Funda OZTURK

In this study, electrochemical behavior of aripiprazole (ARP), was investigated on
aluminum oxide nanoparticles modified carbon paste electrode (Al.Os NP-CPE) in Britton-
Robinson buffer (BR) by cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry (SWV) and
adsorption properties of ARP were investigated. Furthermore, square wave anodic adsorptive
stripping voltammetric (SWAAdSV) method was developed to its direct determination in
human serum and tablette samples. The peak current of the oxydation wave linearly changed
with the concentration of ARP in the concentration range between 3.0x10°® mol L™ and
8.0x107® mol L™ in two different regions where optimum pre concentration potential and
optimum pre concentration time were applied as —0.00 V and 150 s, respectively. Limit of
detectionand limit of quantitation were calculated from analytical parameters of calibration
studies by using leasts quared method. Limit of detection and limit of quantitation values
calculeted as first linear range 5.70x10° mol L*, 1.90x109 mol L and 2.82x107 mol L,
9.41 x107 mol L* respectively. Validation of method was also performed. Results of
applications of developed method to human serum and tablette samples were found to have
high accuracy and precision, reproducible and high confidence. These results were also
compared with those of standart methods proposed for determination of ARP and results were

found to be in significant at 95% confidence level.

Keywords: Aripiprazole, modified carbon paste electrode, stripping voltammetry, human
serum, human tablet.
2019, 73 pages
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SIMGELER DIiZINI
AAdSV  : Anodik adsorptif siyirma voltametri
AdSV . Adsorptif styirma voltametri

ARP . Aripiprazol

ASV : Anodik siyirma voltametri
BR : Britton-Robinson tamponu
BSS : Bagil standart sapma

DPV : Diferansiyel puls voltametri
DV : Doniigiimlii voltametri

GK . Geri kazanim, %

KDAdSV : Kare dalga adsorptif styirma voltametri
KDAAJSV : Kare dalga anodik adsorptif siyirma voltametri

KDV : Kare dalga voltametri

KPE - Karbon pasta elektrot

LOD : Gozlenebilme sinir1

LOQ : Alt tayin sinirt

NP : Nanopartikdl

PV : Puls Voltametri

SV :Styirma Voltametrisi

A : Elektrotun Alam

BSS : Bagil Standart Sapma

B : Anodik yiik aktarim katsayisi

C : Ana Cozeltideki Elektroaktif Maddenin Analitik Derisimi, mol/cm?, mol L
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E : Uygulanan Potansiyel V

Eo : Standart Potansiyel, V

Ep : Pik Potansiyeli, V

Epa : Anodik Pik Potansiyeli, V

f : Kare Dalganin Frekansi, s-1

F : Faraday Sabiti, 96485 C/mol e

Ind : Indirgenmis Tiir

Ip : Pik Akimi, A

Ipa : Anodik Pik Akimi, A

n : Aktarilan Elektron Sayis1



m : Kalibrasyon egimi

R : Gaz Sabiti, 8,314 joule/mol K

S : Standart Sapma

T : Mutlak Sicaklik

t : Zaman

a : Elektrot Reaksiyonunun Yiik Transfer Katsayisi

AEa :Puls Genisligi, V

Ags : Kare Dalga Voltametrisinde Uyarma Sinyalinin Basamak Yiiksekligi
Agp : Pik Potansiyelleri Arasindaki Fark, V

Al : Net Akim, A

Alpuis : Puls Voltameteilerinde Puls Ocesi ve Puls Sonrasi Olgiilen Akimlarin Fark1
T : P1 Sayisi
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1.GIRiS

Sizofreni 19° uncu ylizyilldan beri bilinen fakat heniliz psikolojik hastaliklarda
sistematik bir diizenleme yapilmadigi icin bir¢ok hekim tarafindan farkli isimlerle
adlandirilan bir hastaliktir. Sizofreni kelime anlami olarak Yunanca “sizo” ayrik ya da

boliinmiis ve “frenos” akil ya da ruh anlamina gelen kelimelerin birlesiminden olusmaktadir.

Sizofreni hastaligi algilama ve diisinme yeteneklerindeki bozulma sonrasinda kisinin
davranis ve duygularinda meydana gelen anormalliklerle seyreden Kkronik bir psikiyatrik

hastaliktir.

Sizofreni gilinlimiizde bir grup ruhsal bozukluklarin genel ismi olarak
adlandirilmaktadir. Yapilan ¢alismalar sizofreninin toplumda goriilme sikliginin yaklasik %1

oldugunu ve hastaligin ¢cogunlukla genglik ¢aginda basladigini gostermektedir (Arslan 2009).

Sizofreni hastaliginin tedavisinde aripiprazol (ARP) etken maddesini iceren ilaglar

yaygin olarak kullanilmaktadir (Reddy ve ark. 2010).

Cin’de Ltd Otsuka Pharmaceutical Co tarafindan gelistirilen bu etken madde, Kasim
2002’den beri A.B.D.’de ve Haziran 2004’den beri de Avrupa Birligi {ilkelerinde
kullanilmaktadir. Actavis Ilag, Ali Raif Ilag, inventim Ilag, Nobel ilag, Opto Ila¢ ve Sanovel
Ilag ARP iceren ilaglar1 piyasaya sunan firmalardir (Asangil 2014).

Dopamin sistem dengeleyicisi bir antipsikotik olan ARP kimyasal olarak, 7-[4-[4-(2,3-
diklorofenil)piperazin-1-il]butoksi]-3,4-dihidro-1H-kinolin-2-on olarak adlandirilir. Kapali
formultu Ca3H27CI2N3O2 ve molekiil agirligt 448,39 g/mol’diir (Merck Index 2006). Ayrica
IUPAC adlandirmasi1 7-[4-[4-(2,3-diklorofenil)piperazin-1-il]bitoksi]-3,4-dihidrokarbostiril
olan piperazin grubu bir atipik atipsikotiktir (Sekil 1.1).

ARP viicuda alindiktan sonra sindirim sistemi tarafindan emilerek kana gegmekteve
kan dolasimi1 yoluyla organizmada dagilarak, kanda veya ulastigi dokularda etkisini
gostermektedir. Dokularin bazilarinda enzimatik olarak biyolojik doniisiime ugramakta veya

metabolitleri viicuttan atilmaktadir. Bu sirada ilaglarin etki yerlerindeki derisimleri stirekli



degismektedir. Bu sebeple, vicuttaki herhangi bir andaki ilag derigimi, verilen ilag dozuna ve
farmakokinetik olaylarin hangi hizlarda gergeklestigine baghdir. Etkili bir ilag tedavisi i¢in
ilacin etkisini etkileyen faktorlerin neler oldugunun ve etki tarzlarinin iyi bilinmesi ve tedavi
stirecinde uygun doz ayarlamalarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu sebepler ve sdz konusu
ilaclar icin kalite kontrolii ve bazi durumlarda ilaca ait farmokinetik Ozellikler ve etki
mekanizmasinin aydinlatilmasi da hastaliklarin tedasinde kullanilan ilaglarin ve/veya
metabolitlerinin degisik ortamlarda tayin edilmelerinin Onemini arttirmaktadir (Asangil
2014).

Literatiir incelendiginde, spektrofotometrik yontemlerin 6zellikle yiiksek basingli sivi
kromotografisi (YBSK) yonteminin ila¢ analizlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanildigi
gorulmektedir (Shimokawa ve ark. 2005, Choong ve ark. 2009, Akamine ve ark. 2010,
Filijovi¢ ve ark. 2014). Ozellikle yiiksek sicakliklarda bozulan ve bu nedenle gaz
kromatograsfisi ile analiz edilemeyen numunelere analiz imkani saglamast YBSK'nin en
biiyiikk avantajlarindandir. Ancak YBSK, fazla miktarda ¢dziicii harcanmasi, ¢ok zaman
almasi, yiksek maliyetli olmasi ve bir i¢ standarda gerek duyulmasi gibi dezavantajlara
sahiptir (Skoog ve ark. 1998).

Analizi yapilacak biyolojik ve farmasotik Orneklerin aranan madde disinda birgok
bilesenin yer aldigi karisik matriksler icermesinden dolay1 yapilan analizlerde 6n ayirma
islemlerine gerek duyulmaktadir. Bu nedenle herhangi bir ayirma islemine gerek kalmadan
hizli, basit, ucuz, dogru ve diisiik derisimlere inebilen yeni yontemlerin gelistirilmesi son
yillarda Onem kazanmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak ilag analizlerinde voltametrik
yontemlerin  kullanimi1 ile ilgili ¢alismalara olduk¢a sik rastlanmaktadir. Literatir
incelendiginde ila¢ analizlerinde elektrokimyasal yontemlerin kromatografik ve fotometrik
yontemlere alternatif oldugu goriilmektedir (Merli ve ark. 2013, Shrivastava ve ark. 2015,
Kurbanoglu ve ark. 2015).

Bu c¢alismada giliniimiiz hastaliklar1 arasinda énemli bir yeri olan bipolar bozukluklar
ve sizofreni hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ARP’nin (Sekil 1.1) elektrokimyasal
davranigi, dontistimlii voltametri yontemi ile incelenerek tersinirlik, aktarilan elektron sayisi,
adsorpsiyon ozellikleri, difiizyon katsayisi gibi elektrokimyasal parametreleri belirlendi. Daha
sonra ARP'nin nicel tayini i¢in kare dalga anodik adsorptif siyirma voltametri (KDAAdSV)

yontemi gelistirildi. Bu amagla, pH, derisim, tarama hizi, biriktirme siiresi, biriktirme
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potansiyeli gibi deneysel parametreler degistirilerek, en uygun deneysel kosullar belirlenerek
bu kosullarda nicel tayin ¢alismalar1 gergeklestirildi. Gelistirilen yontem istatiksel olarak
degerlendirilip kesinlik, duyarlik, segicilik gibi parametreler incelenerek yontemin analitik

amag i¢in uygunlugu arastirildi.

"

Cl

Sekil 1.1. Aripiprazol’iin kimyasal yapisi.

1.1 Kaynak Arastirmasi

2003 yilinda Vengurlekar ve arkadaglar1 tarafindan LC-MS/MS yontemiyle sizofren
hastalarinda ila¢ kullanimindan sonra idrarda ARP (OPC-14597) ve bes ana metabolitinin
(OPC-14857, DM-1451, OPC-3373, OPC-1533 ve DCPP) miktar tayini yapilmistir. C18
kolon kullanilarak yapilan ¢alismalarda dogrusal ¢alisma araliklart ARP i¢in 1-500 ng/mL,
metabolitleri igin ise sirasiyla 1-500 ng/mL 1-500 ng/mL 1-500 ng/mL 5-500 ng/mL 50-500
ng/mL olarak belirlenmistir. Alt tayin sinirlar en diisiik derisimler olarak hesaplanmustir. ilk
kiitle spektrumunda olusan iirlinlerin kiitleleri sirasiyla 448,2-446,2-250, 1-464,2-231,1 ve
164,0 gr/mol, ikinci kiitle spektrumunda olusan iiriinlerin kiitleleri sirasiyla 285,2-285,2-
164,1-301,2-153,1-122,3 g/mol olarak bulunmustur. Gelistirlen yontemde kat1 faz 6ziitlemesi

yapilarak ve standart eklenerek % 92,8-98,8 oraninda idrarda geri kazanim saglanmustir.

2005 yilinda Kubo ve arkadaglart tarafindan LC-MS/MS yoOntemiyle insan
plazmasinda ARP ve Dehidroaripiprazol ana metabolitinin C18 kolonda (150 mm x 2,1 mm,
5 um) 7,5 dakika siirede girisim yapmadan ayrildigi gozlenmistir. Hareketli faz olarak %
0,1’lik asetik asit ¢Ozeltisi iceren su ve asetonitril (65:35 v/v) kullanilmis ve akis hizi 0,2

mL/dak. olarak segilmistir. Plazmada ARP i¢in m/z oram1 446-285, Dehidroaripiprazol igin



m/z oranit 458-295 bulunmustur. ARP ve metaboliti igin 0,100-100 ng/mL dogrusal galisma
aralig1 belirlenirken plazmada madde ve metabolitin alt tayin simirt 0,1 ng/mL olarak
hesaplanmistir. ARP ve metaboliti i¢in sirasiyla % 91,5-93,2 ve % 83,1-93,6 geri kazanim

saglanmustir.

2005 yilinda Shimokawa ve arkadaslar1 tarafindan HPLC ydntemiyle fare plazma ve
beynindeki ARP’nin tayinine yonelik gelistirilen yontemde; farelerde beyindeki ve
plazmadaki etken madde derisimi incelenmistir. Hareketli faz olarak asetonitril-metanol-
sodyum silfat-asetik asit (27:25:48:1 v/v/v/v) karisimi kullanilmistir. UV dedektorle 254 nm
dalga boyunda fenil kolon kullanilmis ve hareketli faz akis hizi1 1 mL/dak. se¢ilmistir.
Dogrusal g¢alisma araliklar1 plazmada 10-2000 ng/mL, beyinde ise 30-6000 ng/mL olarak
belirlenen bu c¢aligmada alt tayin sinirlar1 plazmada 2 ng/mL, beyinde ise 5,2 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Bu yontemle geri kazanim degerlerinin plazmada %96,0-102,4 e beyinde ise

% 99,0-108,7 arasinda oldugu tespit edilmistir.

2005 yilinda Kumar ve arkadaslari tarafindan HPLC yontemiyle (UV Dedektorlii)
ARP’nin tablette girisim yapan tiirlerden ve safsizliklardan basari ile ayrilmasi saglanmistir.
UV dedektorle 250 nm dalga boyunda C18 kolon kullanilmis ve kolona sabit 1sitma programi
uygulanarak ARP’nin ayrilmasina yonelik ¢aligsmalar yapilmistir. Hareketli faz olarak pH=3"e
tamponlanmis asetonitril-metanol-potasyum fosfat-fosforik asit (25:50:4:1 v/v/v/v) karigimi
kullanilmistir. Hareketli faz akis hizi 1 mL/dak. segilen bu calismada dogrusal c¢alisma
araliginin 25-50 pg/mL oldugu belirlenmistir. Alt tayin sinirlar1 5 pg/mL olarak hesaplanirken

geri kazanim degerlerinin % 98,0-106,2 arasinda oldugu tespit edilmistir.

2005 yilinda Chaudhari ve arkadaslar1 tarafindan HPLC ydntemiyle UV dedektorle
215 nm dalga boyunda C18 kolon (150 mm x 4,6 mm, 5 um) kullanilmis ve diklorometan ile
sivi-sivl  Oziitlemesi yapilarak plazmada ARP tayinine yonelik calismalar yapilmistir.
Hareketli faz asetonitril-fosfat (50:50 v/v) se¢ilmis ve tamponlu ortamda dogrusal ¢aligma
araliginin 20-400 ng/ml oldugu belirlenmistir. Alt tayin siir1 10 ng/ml olarak hesaplanirken

geri kazanim degerlerinin % 88-92 arasinda oldugu tespit edilmistir.

2005 yilinda Kirschbaum ve arkadaglar1 tarafindan HPLC yoOntemiyle yapilan
calismada etik komite protokolii saglandiktan sonra ARP ile tadavi goren 27 hastanin serumu

kullanilmistir. UV dedektorle 210 nm dalga boyunda CN (5 um) kolon kullanilmis ve ortam
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fosfat tamponu ile pH 2 olarak tamponlanmistir. Hareketli faz 500 mL/L asetonitril-fosfat
(50:50 v/v) ve akis hiz1 1,2 mL/dak. olarak se¢ilmistir. HPLC-MS-MS ile C18 kolon (150 mm
x 4,6 mm, 5 um) kullanilarak da karsilastirma ve dogrulama yapilan metod ile dogrusal
calisma araliginin 50-1000 pug/L oldugu belirlenmis, alt tayin siir1 en diisiik derigim olarak

hesaplanmis ve geri kazanim degerlerinin % 96,7-115,5 arasinda oldugu tespit edilmistir.

2006 yilinda Zuo ve arkadaslari tarafindan HPLC-ESI-MS yontemiyle ARP tayini icin
sizofren hastalarinda oral yoldan alinma sonrasinda elde edilen plazmalar {izerinde ¢alismalar
yaptlmistir. Calismada plazmadaki ARP sivi-sivi Oziitlemesiyle c¢ekilerek elektrosprey
iyonizasyonlu MS ile protonlanmis ve dedektorde segilen iyon haline getirilmistir. Boylece
tespit edilme verimi yiikselen ARP’nin tayininde HPLC’de C18 kolon (150 mm x 2,1 mm, 5
um) kullanilmistir. Hareketli faz olarak asetonitril amonyum asetat-formik asit kullanilan
calisma sonucunda % 75,8-84,1 oraninda plazmadan geri kazanim saglanarak dogrusal
caligma araliginin 19,9-1119,6 ng/mL oldugu belirlenmis ve alt tayin sinir1 10 ng/mL olarak

hesaplanmustir.

2006 yilinda Shrikumar ve arkadaslar tarafindan HPTLC yontemiyle (CAMAG TLC
sistemi) tabletlerde ARP tayinine yonelik UV dedektorle 260 nm dalga boyunda yapilan bir
calismada sabit faz olarak silika jel GO6OF254, hareketli faz olarak etil asetat-metanol karigimi
(10,5:0,5 v/v) kullanilmistir. 10 mg ARP 100 mL metanolde ¢oziildiikten sonra filtrelenerek
20x10 cm plakalar Gizerine 2-10 mL arasinda spotlamalar yapilarak elde edilen Rf degerleri ile
kalibrasyon grafigi c¢izilmis ve bu kalibrasyon grafigi kullanilarak tabletlerle hazirlanan
cozeltiler icin yapilan spotlamalarla elde edilen Rf degerlerinden %100’e yakin geri kazanim
saglanmistir. Dogrusal ¢aligma araligi 200-1000 ng/spot olarak belirlenirken alt tayin siniri
100 ng/spot olarak hesaplanmistir.

2006 yilinda Li ve arkadaslari tarafindan UPLC-ESI-MS/MS teknigiyle aralarinda
ARP’nin de bulundugu atipik antipsikotik ilaglar ve bazi metabolitlerinin tespit ve miktar
tayinine yonelik yapilan bir baska c¢alismada C18 kolon (100 mm x 2,1 mm, 1,7pum)
kullanilarak ARP i¢in 2,71 dakika gibi ¢ok kisa bir siirede ayrilma gergeklestirilmistir.
Hareketli faz olarak asetonitril ve amonyum asetat karisimi (% 62:38, v/v) kullanilmus,
pH=7,25"e taponlanarak akis hiz1 0,3 mL/dak. olarak secilmistir. ARP i¢in 0,05 to 5 pg/L
dogrusal ¢aligma aralig1 belirlenmis ve alt tayin sinir1 0.004 pg/L olarak hesaplanmistir. ARP

icin kiitle dedektérde m/z orani 448,3 bulunmus ve % 73-81 oraninda geri kazanim
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saglanmistir. Calisma sonucunda UPLC-ESI-MS/MS tekniginin diger HPLC-MS

tekniklerine gore daha avantajli oldugu belirtilmisir.

2007 yilinda Huang ve arkadaslar1 tarafindan GC-MS yoéntemiyle psikiyatrik
hastalardan aliman kan orneklerinde ARP ve bir metaboliti olan Dehidroaripiprazoliin
tayininin yapildig1 ¢alismada ilac1 10-20 mg/giin kullanan yedi kisiden kan 6rnekleri alinarak
kati faz Oziitlemesi ve N-methyl-N-trimethyl silytrifluoro acetamide (MSTFA) ile
tirevlendirme yapilmistir. Kiitle secimli dedektorle karakteristik kiitle/yiik oranlarinin
strastyla; (306), (292), (218) ve (304), (290), (218) oldugu goriilmiistiir. ARP ve metaboliti
icin sirastyla 16-500 ng/mL ve 8-250 ng/mL dogrusal ¢aligma araliklar1 belirlenirken alt tayin
siirlart; serumda 14,4 ng/mL ARP ve 6,9 ng/mL metaboliti, plazmada ise 128,9 ng/mL ARP
ve 30,1 ng/mL metaboliti olarak hesaplanmistir. Sirasiyla % 75,4 ARP ve % 102,3

Dehidroaripiprazol geri kazanimi saglanmaigtir.

2009 yilinda Choong ve arkadaslari tarafindan HPLC-MS yodntemiyle ile insan
plazmasinda 7 psikotropik ilacin ve 4 metabolitinin tayinine yonelik yapilan bir baska
caligmada i¢lerinde ARP’nin de bulundugu yedi ayri ilacin ve i¢lerinde Dehidroaripiprazoliin
de (DARI) bulundugu dort ayri metabolitin HPLC-MS ile insan plazmasinda ayrilmasi ve
miktar tayini i¢in yontem gelistirilmistir. ARP ve DARI icin pKa degerlerinin 6,71 oldugu
belirtilmis ve ARP’nin 12,58 dakikada DARI’nin 11,58 dakikada C18 kolonda (100 mm x 2,1
mm, 3,5 um) ayrildig1 gozlenmistir. Harekeli faz olarak amonyum hidroksit ve asetonitril
karisimi (25:75 v/v) secilmis ve 20 mM amonyum asetat ile pH=8,1’e tamponlanmistir. MS
dedektorde ARP i¢in m/z oram1 448, DARI i¢in m/z oran1 446 bulunmustur. Calismada
standart ekleme metodu ve kati1 faz 6ziitlemesi de uygulanarak ARP igin 5- 1000 ng/mL,
DARI icin 2-1000 ng/mL dogrusal ¢aligma araliklari belirlenirken alt tayin sinirlar en diisiik
derisimler olarak hesaplanmistir. ARP ve metaboliti i¢in sirasiyla %108 ve %123 geri

kazanim saglanmstir.

2009 yilinda Song ve arkadaglari tarafindan LC-MS/MS yontemiyle elektrosprey
iyonizasyonlu kiitle dedektorii (spray voltaj1 5 kV’a ayarli) kullanilarak insan plazmasinda
ARP ve bir metaboliti olan Dehidroaripipzoliin miktar tayininin yapildigi bir bagka ¢alismada
fenil kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 um) kullanilmis ve standart ekleme metoduyla segici bir
yontem gelistirilmistir. Hareketli faz amonyum asetat ile tamponlanmis ve akis hizi 1 mL/dak.

olarak secilmistir. Plazmada ARP i¢in m/z oran1 450-287, dehidroaripiprazol i¢cin m/z orani
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446-285 bulunmustur. 5 mg ARP tablet kullanan bir kisinin alt1 saat sonrasinda plazmasinda 5
ng/ml ARP ve 0.5 ng/ml Dehidroaripiprazol tespit edilmistir. ARP ve metaboliti i¢in sirasiyla
0,1-600 ng/mL ve 0,01-60 ng/mL dogrusal ¢alisma araliklar1 belirlenirken alt tayin sinirlar1 en
diisiik derisimler olarak hesaplanmistir. Aripiprazol ve metaboliti i¢in % 85’in iizerinde geri

kazanimi saglanmistir.

2010 yilinda Akamine ve arkadaslari tarafindan HPLC yontemiyle yapilan ¢alismada
ilag  kullanan goniilli  bireylerin plazmasinda ARP ve ana metaboliti olan
Ddehidroaripiprazolin C18 (STR ODS-II) kolonda birbirlerinden 20 dakikada ayrildigi
gozlenmistir. Hareketli faz olarak kloroform-n heptan (3:7, v/v) kullanilmistir. UV dedektorle
254 nm dalga boyunda optimum kosullarda ARP i¢in 2-600 ng/mL, metaboliti
dehidroaripiprazol icin 2-160 ng/mL dogrusal caligma araliklar1 belirlenmistir. Her iki
molekill i¢in de gozlenebilme sinirlar1 0,5 ng/mL, alt tayin sinirlart ise 1,0 ng/mL bulunan
calismada ARP i¢in % 74,0 ve metaboliti i¢in % 74,7 geri kazanim saglanmistir. % BSS
degerlerinin ARP ve metaboliti i¢in sirastyla % 7,5 ve % 7,1’dan daha diisiik oldugu

bulunmustur.

2010 yilinda Ren ve arkadaslar tarafindan HPLC yontemiyle yapilan ¢aligmada, ARP
ve ana metaboliti olan Dehidroaripiprazol kan serumundan etil eter ile ekstrakte edildikten
sonra UV dedektdrle 254 nm dalga boyunda tayin edilmistir. C18 (Zorbax) kolonun
kullanildig1 ¢alismada dogrusal ¢alisma araliklart ARP igin 4,0-2000 pg/L, ana metaboliti igin
4,0-500 pg/L olarak belirlenirken her iki molekiil i¢in de gozlenebilme sinirlart 4,0 pg/L, alt
tayin sinirlari ise 13,0 pg/L olarak bulunmustur. Geri kazanim degerleri ARP icin % 100,3-
102,7 ve ana metaboliti i¢in % 93,7-103,9 olarak belirlenmstir.

2011 yilinda Thakkar ve arkadaslar1 tarafindan HPLC yontemiyle ARP iceren ilag
tabletinde yapilan calismada, ARP’nin C8 kolonda 10 dakikada ayrildigi gozlenmistir. UV
dedektorle 240 nm dalga boyunda ARP igin 40-160 pg/mL dogrusal caligma araligi
belirlenirken, gozlenebilme st 0,05 pg/mL, alt tayin s ise 0,1 pg/mL olarak
bulunmustur. ARP i¢in %99,0-101,0 geri kazanimin saglandig1 bu ¢alismada 1,0 mL/dak sabit

akis hizi ilehareketli faz olarak asetonitril-amonyum asetat (90:10, v/v) kullanilmistir.

2012 yilinda Ravinder ve arkadaslar1 tarafindan LC-ESI -MS yontemi kullanilarak

ARP icin bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Giinde 10 mg Abilify kullanan 15
7



gonalli bireyin plazmasindan, metanol ile kati faz ekstraksiyonu yapilarak % 75,56-79,57
oraninda ARP ekstrakte edilen ¢alismada elde edilen miktarin % 77,351 geri kazanilmistir.
Internal standart olarak zolpidem tartarat kullanilmistir. 0,6 mL/dak sabit akis hiz1 ilehareketli
faz olarak metanol-amonyum asetat (95:5, v/v) kullanilan ¢alismada pH=5’e tamponlanmustir.
Elde edilen optimum sartlar kullanilarak dogrusal ¢alisma araligi 0,20-60,01 ng/mL olarak

belirlenirken, gozlenebilme sinir1 0,06 ng/mL, alt tayin sinir1 ise 0,20 ng/mL bulunmustur.

2012 yilinda Asangil ve arkadaslar1 tarafindan ARP tayini igin yapilan voltametrik
yontem gelistirme ¢alismalarinda ¢alisma elektrot olarak, CKE; Ag/AgCI referans elektrot ve
karsit elektrot olarak, platin elektrot kullanilmigtir. Elektrokimyasal ¢alismalar pH 4,0 BR
adsorptif siyirma voltametri yontemleri ile gerceklestirilmistir. Doniisimli  voltametri
deneylerinden elde edilen verilere goére ARP’nin CKE yiizeyinde 1,15 V’da yari-tersinir ve
adsorpsiyon kontrollli olarak yiikseltgendigi belirtilmistir. Belirlenen optimum sartlarda
yapilan kalibrasyon calismalar1 verileri en kii¢iik kareler yontemi ile degerlendirilmis ve
validasyon parametreleri hesaplanmistir. Dogrusal ¢alisma araligi, dogrusal taramali
voltametri yontemi veadsorptif siyirma voltametri yontemleri igin sirasiyla 5,11-70,41 mg/L
ve 0,10-6,10 mg/L olarak bulunmustur. Ayrica calismada adsorptif siyirma voltametri
yontemi icin gozlenebilme sinir1 0,05 mg/L olarak bulunmustur. Tablet, insan serumu Ve
idrarinda geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmis ve sonuglar %95-104,6 arasinda %10°dan diistik
standart sapma degerleri ile verilmistir. Bu ¢alismada ARP’nin serumda, tablette ve idrarda
bulunan diger bilesenlerden etkilenmeden, hassas, diisiik tayin sinir1, herhangi bir 6n isleme
gerek olmadan biyolojik numunelere uygulanabilirlik gibi belirgin avantajlart olan yeni
voltametrik yontemler gelistirilmistir. Onerilen yontemlerin farkli érneklerde ARP tayini igin

iyi bir alternatif olma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

2013 yilinda Merli ve arkadaslari tarafindan ARP tayini igin yapilan voltametrik
yontem gelistirme caligmalarinda indikator elektrot olarak, CKE; referans elektrot olarak,
Ag/AgCl elektrot ve karsit elektrot olarak, platin tel kullanilmigtir. Calisma elektrodu yiizeyi
her 6l¢lim sonrasinda aliimina ile temizlenmis, gerekli oldugu durumlarda elektrokimyasal
temizleme (0,1 M H2SOs cozeltisi ile 0,0-1,4 V potansiyel araliinda 200 mV/s tarama
hizinda DV yontemi ile 15 dongii) islemi de yapilmistir. Calismalar 0,1 M asetat tampon
ortaminda pH 4,7°de dogrusal taramal1 voltametri ve adsorptif styirma voltametri yontemleri
kullanilarak siirdiiriilmiistiir. Elektrot ylizeyinde ARP’nin iki elektron aktarimi ile tersinmez

ve adsorpsiyon kontrollli olarak yiikseltgendigi belirlenmistir. CKE yiizeyinde ARP tayinine
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yonelik yapilan voltametrik ¢alismalar i¢in her iki metot i¢in optimum deney parametreleri
belirlenmistir. Optimum sartlarda yapilan kalibrasyon c¢alismalart verileri en kiiciik kareler
yontemi ile degerlendirilmis ve validasyon parametreleri de rapor edilmistir. Dogrusal
taramali voltametri yontemi i¢in dogrusal ¢alisma aralig1 0,1-5 mg/L, alt tayin simir1 50 ug/L,
gozlenebilme smirt 100 pg/L olarak belirlenmis ve % 95-103 geri kazanim degeri elde
edilirken, adsorptif siyirma voltametri yontemi i¢in dogrusal ¢alisma araligi 4-40 pg/L,
gbzlenebilme smirt 1 pg/L, alt tayin sinir1 4 pg/L ve% 94-106 geri kazanim degeri elde

edilmistir.

2015 yilinda Wijma ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada otizmli ¢ocuklarin
tedavisi i¢in sik¢a kullanilan antipsikotik risperidon, aripirazol, pipamperon ila¢ etken
maddeleri ve 9-OH-risperidon, dehidroaripiprazol metabolitlerinin plazmada ayrilmasi,
belirlenmesi ve tayinine yonelik ultra yiiksek performansli bir sivi kromatografi-kitle
spektrometresi (UPLC-MS / MS) yontemi gelistirilmistir. Asamal1 yiiriitme islemi metanol ya
da Milli-Q ultra saf su icerisinde; amonyum asetat, formik asit iceren hareketli faz ile ters
fazli bir kolon {izerinde 0.5mL / dak akis hiziyla gergeklestirilmistir. Analitler sulandirilarak
sadece5 uL'lik enjeksiyon sonucunda kararli hale geldigi belirlenmistir. Calismalar boyunca
otomatik numune alma cihazinda bulunan analitler 72 saat ve 9-OH-risperidonun 48 saat
siirede kararli halde oldugu belirtilmistir. Calisilan bes madde i¢in de dogrusal kalibrasyon
egrileri elde edilmistir. Gelistirilen UPLC-MS / MS yonteminin, tim analitlerin tayini igin
uygun oldugu belirlenmistir. Bu yontem ABD Gida ve Ilag Idaresi rehberi tarafindan
dogrulanmistir. Gelistirilen bu yontem; kolay bir numune hazirlama yontemi, minimum
enjeksiyon hacmi ve kisa siireli ¢aligilmasi gibi imkanlari bir arada sundugu iginve sadece bir
analit ile caligilan biitiin maddelerin birlikte tayin edilebilmesinden dolay1 avantajli oldugu

bildirilmistir.

2015 yilinda Shrivastava ve arkadaslar1 tarafindan, ARP’nin voltametrik davranigini
incelemek Uzere; grafen / titanyum dioksit / polianilin ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrot (GRP / TiO2 / PANI / GCE) ile kare dalga voltametrisi ve siklik voltametri (SWV &
CV) yontemleri kullanilmistir. GCE ile karsilastirildiginda GRP / TiO2 / PANI / GCE’nin
daha yuksek elektro-katalitik 6zellik gosterdigi bildirilmistir. GCE’nin modifiye edilmesi
islemi i¢in yapilan aragtirmalarda elektron mikroskop (SEM) cihazindan faydalanilmistir.
ARP'nin GRP / TiO2 / PANI / GCE'de elektro-oksidasyonunun proton esliginde oldugunu ve

geri doniisiimsiiz adsorpsiyon kontrollii gergeklestigi belirlenmistir. Ayrica ARP igin elektron
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sayisi, proton sayist ve elektrot mekanizmasinda yer alan yiikk aktarim katsayisi
hesaplanmistir. ARP’nin SWV’nde farkli derisimlerde, gozlenebilme smirt 0.99 ng / mL
olarak ve dogrusal ¢alisma araligi 5 ile 40 ng / mL arasinda belirlenmistir. ARP'nin
farmasdtik numunelerde tayini icin dnerilen bu yontemin daha ylksek hassasiyet, 6zgulluk,
yeniden Uretilebilirlik ve kesinlik ile uygulanabilirligi gibi 6zelliklerinden dolay: alternatif bir
yontem oldugu bildirilmistir.

2015 yilinda Sistik ve arkadaglar1 tarafindan ultra yiiksek performanshi bir sivi
kromatografi-kutle spektrometresi (UPLC / MS / MS) yontemi ile insan serumunda
proteinlerin  ¢oktiiriilmesi isleminden sonrasinda; agomelatin, asenapin, amisiilpirid,
iloperidon, zotepin, melperon, ziprasidon, vilazodon, aripiprazol ve metabolit dehidro-
aripiprazoliin hizli ve eszamanli analiz edilebilmesi i¢in yontem gelistirilmistir. Bu yontemde
i¢ standart olarak Alprenolol kullanilmistir. Bu ¢alismada bir BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7
um) kolon, bir ikili hareketli faz (A, 2 mmol / L amonyum asetat, % 5 asetonitril i¢inde % 0.1
formik asit, hac / hac; B, 2 mmol / L amonyum asetat, % 95 asetonitril icinde % 0.1 formik
asit, hac / hac) asamali yiiriitme teknigi ile kullanilmistir. Pozitif elektrosprey iyonizasyon
yoluyla MS/MS c¢alismalar1 yapilmis ve matriks etkileri nedeniyle iyon baskilamasi
degerlendirilmistir. Agomelatin igin 0.25-1000 ng / mL; asenapin ve iloperidon i¢in 0.25-100
ng / mL; amisulpirid, aripiprazol, vilazodon ve zotepin ic¢in 2.5-1000 ng / mL;
dehidroaripiprazol icin 2.3-924.6 ng / mL; melperon icin 2.2-878.4 ng / mL; ve ziprasidon
icin 2,2-883,5 ng / mL derisim araliklarinda ¢alisilmigtir. Bu ¢alismada tiim analitler igin
terapotik referans araligindaki nicel sinira ulasilmistir. Bu yontemin giin igindeki hassasiyeti
% 0.4-5.5 arasinda, giinler aras1 hassasiyeti % 0.6—8.2 arasinda ve toplam geri kazanim %
87.9-114.1 olarak elde edilmistir. Sistik ve arkadaslarinin literatiir arastirmalar1 sonucunda bu
calismanin insan serumunda vilazodon ve melperon tayini i¢in ilk onaylanmig yontem
oldugunu bildirmislerdir. Yontem, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, geri kazanim,
gbzlenebilme sinir1, tayin smiri, tekrarlanabilirlik ve matris etkisi gibi parametreler
degerlendirildiginde psikolojik hastaliklarin tedavisinde yeni egilimleri ve ilaglar1 izlemek
icin klinik uygulamalardaki énemli uyumsuzluklar1 belirleyebilmek iizere kullanilabilecegi

bildirilmistir.

2015 yilinda Kurbanoglu ve arkadaglari tarafindan yapilan bu ¢alismada ARP ilacinin
dsDNA ile etkilesimini karakterize etmek igin diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile

dsDNA ile modifiye edilmis elektrot (ct-dSDNA-GCE) yiizeyinde ve ¢ozelti fazinda olmak
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tizere iki yontem ile ¢alisilmistir. ARP ve DNA baz sinyalindeki degisikliklere dayanarak
ARP'nin ct-dsDNA ile etkilesimi hakkinda bilgi elde etmek igin ct-dSDNA ile modifiye
edilmis GCE kullanilmistir. Aynm1 zamanda UV-VIS spektrofotometrisi yontemi ile de
calisilmistir. Bu ¢alismada buzagi boyun alt1 bezinde bulunan ¢ift sarmal deoksiribo nikleik
asit, ct-dsDNA ile etkilesimi incelenmistir. Optimum degerler olan pH:4,7°de asetat
tamponunda dsDNA ve aripiprazol arasindaki baglanma sabiti, K yaklasik olarak 3x10° M
olarak spektrofotometre ile elde edilmistir. Ayrica, DNA-ila¢ etkilesimi, ¢ozelti fazinda
aripiprazol-polyGuanine  (polyG) ve aripiprazol-polyAdenine (polyA) sistemlerinin
diferansiyel puls (DP) voltammetrik ve spektrofotometrik incelemeleri yapilarak
dogrulanmustir. ilag-DNA etkilesiminin incelenmesi, DNA biyosensorlerinin tasariminda
biyokimyasal bir hedef tizerindeki etki i¢in test edilecek yeni bilesikler elde edilebilmektedir.
Bu calisgmada, ARP’nin dsDNA ile etkilesimini karakterize etmek igin elektrokimyasal ct-
dsDNA biyosensorii basariyla gelistirilmistir.

2016 yilinda Petruczynik ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada HPLC-DAD
yontemi ile insan serumu veya tiikiiriik orneklerinde yedi psikotropik ilacin (risperidon,
sitalopram, klozapin, Kketiapin, levomepromazin, perazin ve aripiprazol) es zamanli
belirlenebilmesi i¢in basit, hizli ve hassas bir kromatografik yontem gelistirilmistir.
Calismalar pH 3,5 ve 0,025 mL? dietilamin iceren metanol, asetat tamponu iceren bir
hareketli faz ile bir XSELECT CSH Fenil-Heksil kolonu iizerinde gerceklestirilmistir.
Hastalardan serum ve tukirik orneklerinde ilag ve metabolitlerinin varliginin dogrulanmasi
icin HPLC-MS yontemi kullanilmugtir. Psikotrop ilaglarn, insan serumu veya tiikiirik
numunelerindeki nicel analizi i¢in analitik dalga boyu risperidon i¢in 277 nm ve diger ilaglar
icin 250 nm olarak belirlenmistir. Ayrica tiim analitler i¢in derisim araligir 10-1000 ng / mL
olarak belirlenmistir. ARP i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) serum ve tiiriikiiriik 6rneklerinde
strastyla; 5,29 ve 4,97 olarak belirlenmistir, gézlenebilme miktar1 (LOQ) ise sirasiyla; 17,63
ve 16,58 olarak belirlenmistir. Insan serum ve tiikiiriik 6rneklerinde arastirilan ilaglarin miktar
tayini i¢in Onerilen yontem basariyla uygulanmistir. Yontem, yalnizca tek bir bilesik i¢in
degil, ayn1 zamanda karisimlar i¢in de terapOtik ilag izlemeye izin vermektedir. Psikotropik
ilaglarin gozlenebilmesi igin iyi duyarlilik, hassasiyet ve yiiksek dogruluk elde edilebildigi
belirtilmistir. Boylece terapotik ilaglarinin izlenmesi igin klinik laboratuvarlarda ve adli
laboratuvarlarda, insan sivilarinda ileri seviyelerde gozlenebilmesi i¢in yararlanilabilir bir
yontem olarak gosterilmistir. Psikiyatrik ilaglarin tespiti i¢cin serum veya plazmaya gore

tikiirtiglin - kullanilmasinin, psikiyatri hastalarindan toplanmasinin daha basit, non-
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mudahalesizve agrisiz olmasi nedeniyle terapdtik ilag izlemesinde alternatif bir yontem

oldugu gosterilmistir.

2017 yilinda Ahmed ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada aripiprazoliin (ARP)
yigin ve farmasotik formiilasyondaki nicel tayini igin ters faz yiliksek performansli sivi
kromatografi (RP-HPLC) yontemi gelistirilmistir. Yontem i¢in ayirma ve miktar tayini, 254
nm'de algilama dalga boyunda, 1.0 ml / dak akis hizinda, pH 3.5’de asetonitril: metanol:
tampon (20:40:40 h / h / h / h) hareketli faz ile siv1 spherisorb 5 ODS 24.6 mm x 250 mm
C18 kolon kullanilmustir. Aripiprazol igin ayrilma 7,7 + 0,1 dakika i¢inde gergeklestirilmistir.
YoOntem 5-25ug / ml arasinda iyi bir dogrusallik gdstermistir. Giin i¢i ve gilinler arasindaki
degisim % 2'min altinda bulunmustur. ARP’nin ortalama geri kazanimi % 103.67 olarak
belirlenmistir. Bu yontem i¢in tutulma siiresi 7.7 dakika olarak belirlenmistir. Bu yontem
dogrudan farmasotik formiilasyondaki ilag igeriginin belirlenmesi igin uygulanabilir basit,

hassas, hizl1 ve ekonomik bir alternatif olarak gosterilmistir.

2018 yilinda Wojnicz ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢aligmada basit bir sivi
kromatografi-tandem kitle spektrometresi (LC-MS / MS) yontemi ile insan plazmasinda
aripiprazol ve aktif metaboliti olan dehidro-aripiprazoliin eszamanli 6l¢iilebilmesi igin bir
yontem gelistirilmistir. Yonremde sadece 200 uL insan plazmasi ile {i¢ asamali mikro-¢ozelti-
kati-faz dziitlemesini (SPE, Oasis PRIME HLB 96 oyuklu Eliisyon Plakasi) ortadan kaldiran
etkili fosfolipidleri kullanarak analit 6zlimlemesi gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirma
icin 0,2-um’lik filtre ile muhafaza edilmis, 25 ° C'de bir ACE C18-PFP kolonu ile
calisilmustir. Hareketli faz olarak bir amonyum format (5 mM)-asetonitril (pH 4,0; 65:35, hac
/ hac) kombinasyonu kullanilmistir ve kromatogram asamali degisim kosullart altinda 0,6 ml /
dak akis hizinda calistirllmistir. Calisma 5 dakikalik bir siirenin ardindan 3 dakikalik yeniden
dengeleme siiresi ile toplamda 8 dakika siirmiistiir. Yontem, aripiprazol (ARI) ve dehidro-
aripiprazol (DARI) igin sirastyla 0.18-110 ng / ml ve 0.35-100 ng / ml derisim araliginda
dogrusallik gdstermistir. Ayrica yontemde ARI ve DARI igin sirasiyla 0.18 ile 120 ng / ml ve
0.35 ile 110 ng / ml derisim araliginda genis egriler elde edilmistir. Bu yontemde, ii¢c agsamali
mikro-¢ozelti kati-faz numune hazirlama yontemi ve SIL-IS kullanimi sayesinde mitkemmel
geri kazanimlar elde edilmis ve 6nemli bir matris etkisi belirlenmemistir. Bu avantajlarin
yani sira yontemin hizli, basit ve bilyilik bir 6rneklem sayisina kolayca uygulanabilir oldugu

belirtilmistir.
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Yukarida verilen kaynak 6zetleri incelendiginde ARP’nin serumda ve idrarda tayinine
yonelik genellikle kromatografik yontemlerin ve spektrofotometrik yontemlerin kullanildigi
goriilmektedir. Literatiir incelendiginde ARP’nin farmasoétik 6rneklerde, serumda ve idrarda
tayinine yonelik elektrokimyasal yontemlerin siirli sayida oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Ayrica literatiirde siklikla yer alan bu yontemlerin pahali olmalari, ¢cok miktarda kimyasal
kullanim1 gerektirmeleri, i¢ standarda gerek olmasi, analiz i¢in ayirma, saflastirma, 6ziitleme,
deristirme gibi baz1 6n islemlere ihtiya¢ duyulmasi ve uzun analiz siiresi gibi bir takim

dezavantajlarinin mevcut oldugu da bilinmektedir.

Elektrokimyasal yontemler ise ekonomik olmalari, hizli, giivenilir, tekrarlanabilir ve
spesifik olmalar1 yoniinden olduk¢a avantajlidir. Ayrica 6zellikle adsorptif styirma yontemleri
ile ¢cok diisiikk derisim seviyelerinde maddelerin elektroanalitik tayini yapilabilmektedir. Bu
kapsamda yiizeyde tutunma olaylarma dayali adsorptif siyirma, diferansiyel puls ve kare
dalga voltametrisi gibi voltametrik yontemler kromatografik ve spektroskopik yontemlere

alternatif olarak literatiirlerde yerini almistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Tezin bu boliminde modifiye karbon pasta elektrot (KPE) yiizeyinde ARP’nin
elektrokimyasal davranisinin belirlenmesi ve insan serumunda, farmasétik tablet érneklerinde
ARP tayini i¢in yontem gelistirilmesinde kullanilan elektrokimyasal yontemler hakkinda

kisaca bilgi verilmistir.

2.1 Elektrokimyasal Ydéntemler

Elektrokimya, coziculerde homojen olarak ya da elektrot-¢coziicli araylzeyinde
heterojen olarak meydana gelen yiik ayrilmasi ve yiik aktarimi ile iliskili olan olaylarla
ilgilenir. Elektrokimya uzun bir ge¢mise sahiptir ve 1799 yilinda Volta’nin elektrik pilini
kesfi ile baglar. Son yillarda elektrokimya alaninda ilerlemeler oldukca fazladir. Gilinlimiizde
elektrokimya, bilim ve teknolojinin yeni alanlarinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamakta

ve kiiresel enerji ve gevre sorunlarinin ¢ozumuine katki saglamaktadir (I1zutsu 2002).

Bilim adamlari, bir reaksiyona ait termodinamik veri elde etmek, radikal iyon gibi
kararsiz bir ara lriin olusturmak ve onun bozulma hizini veya spektroskopik 6zelliklerini
incelemek, bir gozeltideki eser miktardaki metal iyonlar1 veya organik tiirlerin analizini
yapmak gibi bircok cesitli alanda kimyasal sistemlerle ilgili elektrokimyasal 6lctimler
yaparlar. Ancak, bu ¢aligmalarda kullanilan elektrokimyasal yontemler, kimyasal sistemlerin
incelenmesinde spektroskopik yontemlerin siklikla uygulandig sekilde kullanilmaktadir. Yeni
bir gic kaynaginin tasarlanmasi veya bazi triinlerin elektrosentezi gibi Oyle arastirmalar
vardir ki, bunlarda ilk hedef, sistemin elektrokimyasal 6zelliklerinin arastiritlmasidir (Bard ve

Faulkner 2001).

Elektroanalitik yontemler, akim, potansiyel veya yilik gibi elektrokimyasal
biiyiikliikleri 6lgerek ve onlarin kimyasal parametrelerle aralarindaki iligkilerini arastirarak
elektrik ve kimyanin birbiriyle etkilesimini inceler. Elektriksel ol¢timlerin bu tip analitik
amacgh kullanimi, c¢evresel goriintiileme, endiistriyel kalite kontrol ve biyomedikal analiz
olmak iizere ¢ok yaygin uygulama alani bulmaktadir. Kimyasal dl¢limlerin ¢ogu homojen
¢ozeltilerinde yapilirken, elektrokimyasal ¢alismalar elektrot-cozelti araylzeyinde
gerceklestirilmektedir (Wang 2000).
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Bu nedenle, elektrot reaksiyonlarinin temel prensiplerinin ve elektrot-¢ozelti
arayuzeyindeki elektriksel 6zelliklerin anlasilmasi i¢in pek ¢ok elektrokimyasal yontem

gelistirilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasi.

Araylzey
elektrokimyasal
yontemler
1 . 1
Statik Dinamik
Yontemler yontemler
1
1 1
I_ Potansiyel Akim

Potansiyometri Kontrollii Kontrollii

\oltametri | |Amperometri| | Kulometri

Karisan Siyirma Duragan
Cozelti \oltametrsi Cozelti

2.2 Voltametri

En yaygin kullanilan elektroanalitik yontemlerden biri ¢ok sayida metal iyonunun,
organik bilesigin ve ila¢ etken maddelerin diisik derisimlerde tayinine olanak saglayan
voltametridir. Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda uygulanan potansiyele
kars1 akimin incelenmesine dayanan elektrokimyasal yontem, elektrokimyasal reaksiyonlarin
kinetiginin ve mekanizmasimin incelenmesinde siklikla kullanilmaktadir (Kissinger 1984,

Gosser 1994).

Voltametrik yontemler; cesitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme
olaylarin incelenmesi, elektrot yiizeyindeki adsorpsiyon olaylarinin ve gerceklesen elektron
aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi, molekiiler oksijen tayini, farmasdotik agidan dnemli
tiirlerin tayini gibi birgok uygulamada kullanilir. Ayrica voltametrik yontemlerle maddelerin
cozeltilerdeki kararliliklarim1 ve difiizyon katsayisi, heterojen hiz sabiti gibi ¢esitli
fizikokimyasal sabitlerini de tayin etmek mimkdandur.
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Voltametride, gl elektrot sistemi iceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin dayandigi karakteristik bir
akim cevabi olusturur. Klasik voltametrik uyarma sinyali, hiicreye uygulanan dogru akim
potansiyelinin zamanin bir fonksiyonu olarak dogrusal olarak arttig1 dogrusal bir taramadir.
Hiicreye uygulanan potansiyele karsi akim grafigi “voltamogram” adini alir. Voltametrik
yontemler;

e Doniisiimlii Voltametri (DV)

e Normal Puls Voltametri (NPV)

e Diferansiyel Puls VVoltametri (DPV)
e Kare Dalga Voltametri (KDV)

e Siyirma Voltametri (SV)

seklinde siniflandirilabilir. Asagida, bu tez ¢alismasinda kullanilan voltametrik yontemlerden

kisaca bahsedilmistir.

2.2.1 Donusumlu voltametri (DV)

Bu yontemde, sabit bir c¢alisma elektroduna dogrusal olarak degisen potansiyel
degerleri uygulanarak olusan akim, x-y Kaydedicisi ile kaydedilir. Calisma elektrodunun
potansiyeli, E1 baslangi¢c potansiyeli ile E2 potansiyelleri arasinda degistirilir. E> degerine
ulasildig1 anda tarama yonii ters gevrilerek ayni tarama hiziyla baslangi¢ degerine (E1) kadar
gidilir (Sekil 2.1). Bu islem istenirse ard arda tekrar edilerek ¢oklu voltamogramlar elde edilir.
Bu yontemde pik seklinde voltamogramlar elde edilmesi sabit elektrot kullanilmasinin bir

sonucudur.
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Potansiyel, V

Zaman, s

Sekil 2.1. Doniistimlii voltametri (DV) uyarma sinyalleri.

Sabit ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel, elektroaktif maddenin indirgenme ya
da yiikseltgenme potansiyel degerine ulasinca, elektrot yilizeyini ¢evreleyen difiizyon
tabakasindan maddenin hizli bir sekilde tiiketilmesi akimda hizli ve ani bir artisa neden olur.
Bu artis, ayn1 zamanda, difiizyon tabakasi ile ¢ozelti arasinda kalan bolgede bir derisim farki
olusmasina neden olur ve ¢0zeltiden elektrot yiizeyine dogru kiitle aktarimi baglar. Pikin tepe
noktasina gelindiginde kiitle aktarim hizi elektron aktarim hiziyla yarisamadigindan bu
noktadan sonra akimda iistel bir azalma gozlenir. DV’de pik akimi (ip) Randles Sevick

bagmtisi ile verilir (Fry 1972).

i, =269x10°n*?AD"?cv!'? (2.1)

Bu esitlikte, n, aktarilan elektron sayisi; A, elektrodun alam (cm?); c, derisim
(mol/cm?®); D, difiizyon katsayist (cm?/s) ve v, tarama hizidir (V/s). Bu esitlik, tersinir bir
elektrokimyasal sure¢ ve dogrusal difizyon kosullari i¢in verilmistir. Bu kosullarda, ip
potansiyel tarama hizimin bir fonksiyonu olup ip/v*? oram sabit bir degerdir. Sabit tarama

hizinda pik akimi derisimle dogru orantilidir.

DV’de, katodik yondeki tarama sirasinda olugan {irlinlin kararliligina bagl olarak, ters
yondeki taramada olusan Urline ait olan yukseltgenme piki de gozlenebilir. Bu yontemle elde
edilen voltamogramlar, elektron ve kiitle aktarim hizina ve elektrot yuzeyinde ya da ¢ozelti

icinde olusan ardigik kimyasal reaksiyonlara baglh olarak degisiklik gosterebilir.
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Elektrokimyasal bir reaksiyonda elektron transferiyle olusan tlrler her zaman son Uriin
olmaz. Turler, ¢ozelti icinde kimyasal olarak kararsiz iiriinler olusturabilir. Bu kararsiz ara
iriinler, bir takim ardisik kimyasal basamaklardan sonra elektron transferiyle son Urlne
dondsebilirler. Son (rtine doénisme, elektron aktarim basamagini izleyen kimyasal bir
reaksiyon basamag ile de gergeklesebilir. Asagida elektron aktarim basamagini izleyen bir

kimyasal basamagin olustugu basit bir sistem 6rnek olarak verilmistir.

Q+ne” >R (2.2)
R—%—Uriin(ler) (2.3)

Esitlik 2.2°de elektrokimyasal olarak indirgenen R tiirlerinin bir kismi, Esitlik 2.3°de
kimyasal bir reaksiyonla harcanmaktadir. Potansiyel tarama hizi, ks’ya gore ¢ok buyikse, R
"nin ¢ok kiiglik bir kesri kimyasal reaksiyonla harcanacagindan tersinir bir voltamogram elde
edilir. Potansiyel tarama hiz1 ks’den ¢ok kiiciikse, potansiyel tarama hizi R ’nin yiikseltgenme
potansiyeline ulasmadan, R ’nin biiyiik bir kism1 kimyasal reaksiyonla tiketileceginden, tam
tersinmez elektrokimyasal siirece benzer bir voltamogram elde edilir. ks’nin ¢ok genis aralikta
degerler alabilecegi dusunilerek potansiyel tarama hizinin da genis aralikta tutulmasi
gereklidir. Potansiyel tarama hizinin ks ile yarisamayacak kadar kiiciik ya da biiyiikk olmasi
durumunda ise meydana gelen kimyasal reaksiyonu gézlemek imkansizdir. Esitlik 2.1°¢ gore
elektron aktariminin tersinir oldugu durumlarda,

= (2.4)

v’ AC
esitligi gecerlidir. Bu esitlik belirli sicaklik ve belirli elektron aktarim sayisi igin sabittir.
Esitlik 2.4 “akim fonksiyonu” olarak tanimlanmaktadir. Voltametrik yar1 pik potansiyeli ile

pik potansiyeli arasinda asagida gosterilen bagint1 vardir (Nicholson ve Shain 1964).

RT

Ep = El/2 ?1,09FV (25)
T=298 K igin
_ 0,029
E, =E,, —— Y, (2.6)
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Esitlik 2.5 ve Esitlik 2.6’dan yararlanarak asagidaki esitlikler yazilabilir;

. 0,029
Ed=E,, +TV (2.7)
0,029
Es=E,, —Tv (2.8)

Esitlik 2.7 ve Esitlik 2.8’e gore tersinir bir sistem i¢in anodik ve katodik pik
potansiyelleri arasindaki fark Esitlik 2.9’daki gibi verilir:

0,058

AE_ =E%*-—EX =
p p n

p

% (2.9)

Bu esitlige gore, n degeri arttikca pik daralmakta, n degeri azaldik¢a pik
yayvanlagsmaktadir.

Ayrica, yari pik potansiyeli (Epr) ile yar1 dalga potansiyeli (E1/2) arasinda da asagidaki
esitliklerde gosterildigi gibi bir iliski kurulabilmektedir:

RT
E,,=E,, +1109—V (2.10)
nk
T=298K icin
0,028
Epo=Eypt v (2.11)

Elektron aktarimi tersinmez olan sistemler i¢in asagidaki esitlik gecerlidir:
H 5 1/2 1/2,,1/2
i, =2,98x10°(an,) " “nAD"v"°C (2.12)

Esitlik 2.12°de na, elektrot reaksiyonunda hizi belirleyen basamakta aktarilan
elektronsayisi; o, yik aktarim katsayisi’dir. a; 0,3-1 arasinda degerler alir (Bret ve Brett
1994).

Bir reaksiyonun tersinir oldugunun belirlenmesinde, asagidaki kriterlerin saglanmasi
elektrot reaksiyonunun tersinir oldugunu gosterir (Nicholson and Shain 1964, Bard
andFaulkner 2001, Greef ve ark. 1990). Bu kriterler sunlardir:
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e EY—EZ=59/nmV veya Ep-Epo=57/n mV tur.
e E,tarama hizi ile degismez.

e i3/ i’gz 1’dir ve bu oran tarama hiziyla degismez.
e ip/V'2, tarama hiz1yla degismez.

e Dalga sekli tarama hiziyla degismez

Bir reaksiyonun yari-tersinir oldugunun belirlenmesinde asagidaki kriterler incelenir
(Nicholson ve Shain 1964, Bard ve Faulkner 2001, Greef ve ark. 1990). Yari-tersinir bir

sistem icin:

ip/v”2 tarama hizina bagh degildir.

o iz‘,‘/i’1§= 1°dir. (a0 = 0,5 ise)

e EX tarama hiz1 ile degisir. Bu degisme, genellikle, tarama hizinin artmast ile negatif
degerlere kayma yonindedir.

o Eg — Eg farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklasir. Yiiksek tarama hizlarinda bu

degerden daha biiyiiktiir ve tarama hizi ile artar.

e Tarama hizi arttik¢a pik genislemesi olur.
2.2.2 Diferansiyel puls voltametri (DPV)

Puls voltametri teknikleri, 1952 yilinda Barker ve Jenkin tarafindan, voltametrik
calismalarda daha diisiik gozlenebilme sinirini elde etmek amaciyla Onerilmistir. Boylece,
faradayik ve faradayik olmayan akim arasindaki oran arttirilarak, gozlenebilme smrlar1 108
M’a kadar distirilmiistir. DPV yontemi organik ve anorganik tiirlerin eser miktarlarinin
ol¢lilmesinde son derece kullanisht bir tekniktir. DPV’de, dogrusal bir potansiyel artigina gore
ayarlanmig sabit blyuklikte pulslar (dE/dt), c¢alisma elektroduna belli bir siire uygulanir
(Sekil 2.2). iki kez akim &lgiiliir. Birincisi, puls uygulanmadan énce yani tam pulsun basladig
anda, potansiyelde bir artis olmadan, ikinci akimsa, pulsun bitmesine yakin bir potansiyel
degerinde Olgiiliir. Bu iki akim arasindaki fark, Alpus Olarak verilir. Sonunda, uygulanan
potansiyele kars1 bu akim farklarimin grafige gegcirilmesiyle DP voltamogrami elde edilir

(Monk 2001, Wang 2000).

20



Potansiyel, V

Zaman, s
Sekil 2.2. Diferansiyel puls voltametri (DPV) uyarma sinyalleri.

Voltamogramlardaki pik akimlarinin yiiksekligi, asagidaki esitlikte (Esitlik 2.13) de

goriilecegi gibi ilgili analitin derisimiyle dogru orantilidir:

. nFACDY?(1-o
i = 2.13
I (1+a} 213)

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

DPV, en ¢ok kullanilan elektroanalitik ydntemlerden biridir. Normal puls
voltametriyle karsilastirildiginda iki iistiinliigii vardir. Birincisi, her bir analitin analitik pikleri
birbirinden kolayca ayrilabildigi icin tek bir voltamogramda pek ¢ok analitin
belirlenebilmesini saglamaktadir. Ikinci istiinliigii ise, diferansiyel akimla galisiimasi ve
boylece voltametrik bir pikin elde edilmesiyle analitik duyarhiligmn 5,0 x 10 mol L™Y'den 1,0x

108 mol L™ 'e gelismesidir.

2.2.3 Kare dalga voltametri (KDV)

Kare dalga voltametrisi (KDV), diferansiyel puls voltametri yonteminden daha sik
tercih edilen elektroanalitik yontemlerdendir. Bu yontemde galisma elektroduna uygulanan
potansiyel, genis aralikli bir diferansiyel teknik olmasini saglayan simetrik kare dalgalar
seklindedir. Her bir kare dalga dongiisii boyunca, akim iki kez 6l¢iiliir. Birincisi, ileri yondeki
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pulsun sonunda (t1) ikincisi ise geri yondeki pulsun sonundadir (t2). Sekil 2.3’de bu iki akim
arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde KD

voltamogram elde edilir.

Potansiyel, V

Zaman. s

Sekil 2.3. Kare dalga voltametri (KDV) uyarma sinyalleri.

KDV’nin en biiylik istiinliigli oldukca hizli bir teknik olmasidir. Etkin tarama hizi,
kare dalganin frekansi1 (f) ve basamak yuksekligi (DEs) degistirilerek belirlenir. Boylece,
birkag saniye icinde voltamogramlar kaydedilebilmektedir. DPV  yontemi ile
karsilastirildiginda KDV’nin analiz  slresinin  olduk¢a kisa oldugu goriilmektedir
(Wang2000).

KDV yonteminin ikinci buyik dstinlugi de, KD yoluyla toplam akima kapasitif
katkilarin minimuma indirilmis olmasidir. Bdylece, tarama hizi ¢arpici bir sekilde

arttirtlabilir, 1 V/s'lik tarama hizina kolaylikla ulagilabilir.

KDV'de net akim (DI) hem ileri hem de geri puls akimlarindan daha biiyiiktiir. Bu
nedenle, voltametrik pik genellikle olduk¢a kolay okunmaktadir. Bu da, ydntemin
dogrulugunu arttirmakta ve DPV’den daha yiiksek duyarliligin elde edilmesini saglamaktadir
(Monk 2001). Béylece, 1,0x10°® mol L' e yakin ¢ok diisiik tayin sinirlarina inilebilmektedir.
KDV ve DPVyontemleri karsilastirilirsa, kare dalga akimlarmin benzer diferansiyel puls
cevaplarindan, tersinir ve tersinmez sistemler igin sirasiyla 4 ve 3,3 kat daha yiiksek oldugu

sOylenebilir (Borman 1982).
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2.2.4 Siyirma yontemleri

Styirma  yontemleri ilk basamagi ortak ve karakteristik olan ¢ok sayida
elektrokimyasal yontemi igerir (Wang 1985). Biitiin bu islemlerde, analit genellikle
karistirilan bir ¢ozeltide dnce bir mikroelektrot tizerine biriktirilir. Hassas bir sekilde dlgiilen
bir sure sonunda, elektroliz ve karistirma durdurulur. Birikmis analit, mikroelektrot
yiizeyinden ¢oziiliir veya styrilir ve voltametrik yontemlerden biri ile tayin edilir. Bu siyirma

isleminden dolay1 bunlara styirma yontemleri ad1 verilir.

Biriktirms Potansiyvali Biriltirme Basamak

Srvuma Basamath

Potansiyel, V

Zaman, s

Sekil 2.4. Siyirma yontemlerinde zaman ile potansiyelin degisimi

Anodik styirma yontemlerinde, mikroelektrot biriktirme basamagi sirasinda bir katot
olarak; analitin ilk haline tekrar yiikseltgendigi siyirma basamaginda ise, anot olarak davranir.

Katodik siyima yonteminde, mikroeleltrot biriktirme sirasinda bir anot, styirma sirasinda ise

bir katot gibi davranir.

Biriktirme basamaginda, analit elektrokimyasal olarak bir 6n deristirilme islemine
ugrar. Yani mikroelektrot ylizeyindeki analit derigsimi, y18in ¢6zeltideki analit derisimden ¢ok
daha biiyiiktiir. Zenginlestirme basamaginin bir sonucu olarak, siyirma yontemleri biitiin

Voltametrik islemlerden en diisiik gbzlenebilme sinirlarint veren yontemlerdir (Skoog ve ark.

1998).
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2.2.5 Adsorptif styyirma yontemleri

Adsorptif siyirma yontemleri, anodik ve katodik siyirma yontemlerine oldukga
benzemektedir. Burada ¢alisma elektrodu analitin karistirilan ¢ozeltisine birkag¢ dakika siire ile
daldirtlir. Sonra elektrot yiizeyinde analitin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel
adsorpsiyon ile meydana gelir. Yeterince analit biriktirildikten sonra, karistirma kesilir ve

biriktirilmis madde herhangi bir voltametrik 6l¢timle tayin edilir.

Adsorpsiyon siyirma voltametri yontemleri ¢ok diisiik derisimlerdeki ¢esitli inorganik
katyonlarin, klinik ve farmasotik 6nemi olan pek ¢ok organik molekiiliin tayininde siklikla
kullanilmaktadir. Yontemin gozlenebilme sinirt 1071° — 101 mol L derisim araligina kadar

diismektedir. (Skoog ve ark. 1998).

2.3 Calisma Elektrotlar:

Voltametrik 6lgtimler Ggli elektrot sistemlerinde gerceklestirilir. Bu sistemlerdeyer
alan, zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisenve polarizasyonu arttirmak iginboyutlar
mikrometre dizeyinde tutulan elektrotlar mikroelektrot veya calisma elektrodu olarak

adlandirilirlar.

Voltametride kullanilan mikroelektrotlar ¢esitli sekil ve biiyiikliiktedirler. Bunlar
genellikle Teflon veya Kel-F gibi igine bir baglanti1 teli yerlestirilmis olan inert bir
malzemeden yapilmis bir gubuga preslenerek tutturulmus, kiicuk diz iletken disklerdir (Sekil
2.5). Bu iletkenler, platin veya altin gibi bir inert metal; prolitik grafit veya camsi karbon;
kalay veya indiyum oksit gibi bir yari-iletken; veya bir civa filmi ile kaplanmis bir metal

olabilir (Skoog ve ark. 1998).
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Baglant: teli

[“—~Teflon

"-:\iletken disk

Sekil 2.5. Karbon pasta elektrot

Asagida bu tez calismasinda elektrokimyasal Ol¢iimlerde c¢aligma elektrotu olarak

kullanilan KPE’lar hakkinda kisaca bilgi verilmistir.

Karbon genis bir anodik potansiyel calisma araligina, diisiik elektriksel dirence, diisiik
artikakima ve tekrarlanabilir ylizey yapisina sahip olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle ideal bir
elektrot malzemesidir. Karbon elektrotlarla sulu ortamda yapilan voltametrik dlgtimler -1,8 V
ile +1,8 V araliginda genis c¢alisma potansiyel degerlerine imkan tanimaktadir.
Elektrokimyasal uygulamalarda karbon lif (fiber), camsi karbon, karbon pasta ve karbon film

gibi degisik karbon sekilleri kullanilabilmektedir.

KPE’larda elektrot malzemesi olarak kullanilan toz haline getirilmis grafitin degisik
tiirleri vardir. KPE, belirli oranda grafit ve mineral yaglarin (nujol, parafin yagi, silikon yagi,
organofosfatlar gibi) homojen bir sekilde karigtirilarak pasta haline getirilmesi ve elektrot
govdesi olarak kullanilan bir tiip igine sikistirilarak doldurulmasi ile hazirlanir. KPE’lar
oldukca genis bir potansiyel aralifina sahiptir. Yapimlar1 ve yenilenmeleri zaman alici
olmayip, zemin akimlar1 oldukga diisiiktiir. Pastanin bilesimi elektrodun reaktivitesini oldukca
fazla etkiler. Pasta yapiminda kullanilan yag miktar1 fazla olursa elektron transfer hizi azalir

(Wang 2000). Bu nedenle bilesimde kullanilan grafit ve yag oran1 optimize edilmelidir.
Nanoteknolojiye olan ilginin giinden giline artmasiyla nanoteknoloji kullanilarak
gelistirilen analiz yontemleri ve Uretilen farkli yapidaki nanopartikiiller giin gegtikge deger

kazanmaktadir. Caplar1 nanoboyutta olan bu nanopartikiiller asidik ve bazik ortamlara karsi
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oldukg¢a dayanikli olmalari nedeni ile genis bir pH araliginda calisilabilmeye olanak

saglamaktadir.

Elektrot ylizeyinin modifiye edilmesinde kullanilan nanopartikiiller ¢esitli
ozelliklerine gore karbon bazli, metal bazli ve yar1 iletken bazli olmak iizere {i¢ gruba ayrilir.

Giliniimiizde en ¢ok kullanilan nanopartikiiller karbon bazli nanopartikiillerdir (Kaya 2014).
Literatiirde sade KPE ¢esitli nanopartikiillerle farkli oranlarda karistirilarak yiiksek
duyarliliga sahip modifiye KPE’lar ile yapilan ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Sathisha

ve ark. 2014, Amani-Beni ve Nezamzadeh-Ejhieh 2018, Tajyani ve Babaei 2018).

Bu tez c¢alismasinda hazirlanan KPE (Sekil 2.5) ylzeyleri aliminyum oksit

nanopartikiilleri ile modifiye edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1 Elektrokimyasal analiz cihazi

ARP etken maddesinin elektrokimyasal davranislarinin incelenerek insan serumunda
ve tablette tayin edilmesi i¢in yeni bir elektrokimyasal yontemin gelistirildigi ¢aligmalar
Dropsens pu statt 400 (Ispanya) marka elektrokimyasal ¢alisma sistemi kullanilarak yapildi. Bu
elektrokimyasal sisteme BAS C3 elektrot hiicre stand1 baglanarak tiim deneyler bu hiicrelerde
gerceklestirildi  (Sekil 3.1). Uygulanan teknikleri otomatik olarak gerceklestirmek ve
bilgisayar kontrolli olan bu elektrokimyasal 6lgme sisteminden elde edilen verileri
degerlendirmek i¢in ana Ttniteye bagl bilgisayar sistemindeki Dropsens yazilimindan

yararlanildi.

Sekil 3.1. Kullanilan iiclii elektrot sistemi ve dropsens marka elektrokimyasal 6l¢me cihazi.

Sekil 3.1’de verilen elektrokimyasal sistemde, deneye baslamadan 6nce hazirlanan
cozeltilerden gaz gegirilmesi 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 6nce elde

edilen grafiklerle iist {iste cakistirilarak karsilagtirilabilmektedir. Ayrica, kullanilan yazilimlar,
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gerektiginde deney verilerinin kopyalanarak baska bilgisayarlara aktarilip Microsoft Excel,

PowerPoint, Paint gibi programlardan yararlanma olanag1 saglamaktadir.

3.1.2 Kullanilan hiicre ve elektrotlar

Voltametrik 6lgciim deneylerinde Sekil 3.1verilen {i¢ elektrotlu sistem kullanildi.
Deneylerde, ¢alisma elektrodu olarak 15 mg i¢ hacimli KPE, karsit elektrot olarak Pt telden
(BAS MW-1034) referans elektrot olarakAg/AgCl referans elektrodu (BAS MF-2052)
kullanildi. Calismada kullanilan Ag/AgCl referans elektrotu kullanilmadig1 zaman 3,0 mol L

KCI ¢ozeltisinde saklandi.

3.1.3 Kullamilan diger cihaz ve malzemeler

Sulu ortam ¢aligmalarinda ortamin pH’sin1 6lgmek icin HANNA Instruments HI 2211
marka pH metre kullanildi. Her él¢cimden énce pH 4,0 pH 7,0 ve pH 10,0 VWR marka
tampon ¢ozeltileri kullanilarak pH metre 25 °C de kalibre edildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi ve karistirilmasi igin WISD Laboratory Instrument MHS-20

D Wise Stir manyetik karistirict kullanildi.

Ortamdaki oksijeni uzaklastirmak amaciyla HABAS marka yiiksek safliktaki
(%99,99) azot gazi iceren tiip kullanildi.

Sulu ¢o6zeltiler PURELAB Option Q DV 25 marka saf su cihazindan alinan bi distile
su ile hazirlandi. Tartimlar OHAUS Pioneer marka 0,1 mg duyarlilikta tartim yapan hassas
terazi ile yapildi. Sulu ¢ozeltilerin ilavesinde ve dlglimlere hazirlanmasi i¢in 0,5-10 uL 100-
1000 uL hacim olctimleri icin ISOLAB CAPP, 10-100 uL hacim 6l¢timleri icin AXYGEN

marka mikro pipetler kullanildi.

3.1.4 Kullamlan kimyasal malzemeler

Kullanilan kimyasal maddeler temin edildikleri firma, saflik dereceleri belirtilerek,

Cizelge 3.1°de alfabetik sirayla verildi.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin temin edildigi firma ve saflik

dereceleri.

Kullanilan kimyasal maddeler Temin edildigi firma Saflik derecesi %
Al,O3 nanopartikil (4nmx2800nm) Sigma Aldrich 99,8
Aripiprazol Sigma Aldrich >98,0
Asetik asit Sigma Aldrich 99,8
Askorbik asit Sigma Aldrich >99.,0
Azot gazi Yiiksel Ltd. Sti 99,9
Borik asit Sigma Aldrich 99,5
Etanol Sigma Aldrich 99,9
Fosforik asit Sigma Aldrich 85,0
Grafit tozu Sigma Aldrich 99,99
Lityum karbonat Sigma Aldrich >99,0
Prafin yagi Sigma Aldrich

Sodyum hidroksit Sigma Aldrich >98.,0
Urik asit Sigma Aldrich >99.0
Glikoz Sigma Aldrich >99,5

3.2 Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calismada calisma elektrodu olarak KPE ve Al>O3z nanopartikulleri ile modifiye
edilmis karbon pasta elektrot (Al203 NP-KPE) kullanildi. Sade KPE, 15,00 mg grafit tozu ve
10,00 pL parafin yaginin homojen karisim elde edilinceye kadar ezilerek 15 mg i¢ hacimli
KPE govdesine siki bir sekilde doldurulmasiyla olusturuldu. Daha sonra diiz bir kagit

uzerinde elektrot yizeyi plrizsiz hale getirilerek KPE’ler hazirlandi.
Al>,03 NP-KPE ise 3,5 mg Al>Oz nanopartikilleri ve 11,5 mg grafit tozu uzerine 10,00

puL parafin yag1 eklenerek yukarida anlatildigi sekilde hazirlandi ve 15 mg i¢ hacimli KPE

govdesine doldurularak yizeyi purizsiz hale getirildi.
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Sekil 3.2. Al,O3 NP-KPE hazirlama asamalari

3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 Aripiprazoliin ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi

ARP etken maddesinin ¢ozinirligi literatiirden arastirildi (Tessler ve Goldberg
2006, Merli ve ark. 2013, Yan ve ark. 2015, Kurbanoglu ve ark. 2015, Ferreira ve ark.
2017). Cozicu olarak etanol (Et-OH) segcildi.

3.3.2 Britton Robinson tamponunun hazirlanmasi

Britton Robinso (BR) tamponu, asetik asit, borik asit ve fosforik asit ¢ozeltilerinden
her bir bilesenin analitik derisimi 0,04 mol L™ olacak sekilde gerekli miktarlarda almip hacim
1000 mL olacak sekilde suda ¢oziilerek hazirlandi. Cézeltilerin pH’lar1 0,20 mol Lt NaOH
kullanilarak istenilen degere ayarlandi. BR tamponu hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar

+4°C’de sakland1 (Rege 2011).

3.3.3 Standart aripirazol ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Aripiprazol (ARP): %98 saflikta, krem rengi, kokusuz toz halindeki etken madde
standart olarak kullanilmistir. Stok ARP c¢ozeltisinin hazirlanmasi amaciyla ARP etken
maddesinden uygun miktarlarda tartildi. Tartilan madde Et-OH ile belirli bir hacme

tamamlanarak ¢ozildi ve 1,0036x10°mol L7 stok ¢ozelti elde edildi. Hazirlanan stok
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cozeltiden uygun miktarlar alinarak hacmi Boliim 3.3.2 de belirtildigi gibi hazirlanan BR
tamponu ile seyreltildi.

3.3.4 Farmasotik orneklerin ve biyolojik sivilarin hazirlanmasi

Farmasotik ornek olarak kullanilan Abilify tabletler Abdi Ibrahim ilag San. ve Tic. AS
tarafindan tretilmistir ve her tablette 10 mg ARP bulundugu belirtilmistir. Tablet ¢ozeltileri
hazirlanirken 10 tabletin kiitlesi hassas bir sekilde belirlendikten sonra ortalama tablet kitlesi
hesaplandi. 10 adet tablet porselen havanda ezilerek homojen toz haline getirildi. Bir tabletin
ortalama Kkiitlesine esdeger miktarda toz Ornek 100 mL’lik Ol¢uli bir balona alinarak
kalibrasyon cizgisine kadar tizerine Et-OH ilave edildi. Olcili balon 1,0 saat boyunca
ultrasonik banyoda tutuldu ve ARP’nin tamamen ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra bu karigima
santrifiij islemi yapildi ve ¢okelek ile ¢ozeltinin ayrilmast saglandi. Cozelti kismi 6lgiilii bir
balona aktarildi ve hacmi Et-OH ile 100 ml’ye tamamlandi. Elde edilen bu ¢ozelti ARP stok
cozeltidir. Bu ¢Ozeltiden 50 pL alinarak BR tamponu ile 10,0 mL’ye tamamlandi ve bu
¢ozeltiden elektrokimyasal hiicreye degisik miktarlarda aktarilarak calisma ¢ozeltileri

olusturuldu.

ARP’nin geri kazanim ¢aligmalarinda biyolojik siv1 olarak sadece serum kullanildi.
Serum ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda, saglikli ve ARP kullanmayan insanlardan temin edilen
serum Orneklerinin Uzerine belirli oranlarda (1:1) metanol ilave edilerek serum proteinleri
coktiirlildii ve ¢oken proteinler santrifiij yardimiyla ayrildi. Proteinleri ¢oktiiriiliip ayrilan
serum Orneginden 10 pL alindi ve igerisinde 9990 pL tamponlanmis (pH 1,8) BR ¢ozeltisi
bulunan hiicreye eklenerek serum ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye farkli miktarda ARP stok

cozeltisinden ilaveler yapilarak elektrokimyasal 6l¢iimler yapildi.

3.3.5 Girisim ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Serumda bulunan bazi tiirlerin hazirlanan modifiye KPE’un cevabina etkisinin

arastirilmasi i¢in girisim yapacagi diisiiniilen bu tiirlerin stok ¢ozeltileri hazirland.
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Cizelge 3.2.ARP kullanan yetiskinlerde kan plazmasinda belirlenen degerler (Vengurlekar ve
ark. 1998).

Doz (mg/gin) 5 10 15 20 30

ARP’nin kan plazmasindaki
70-126 109-216  206-278 212-574  320-585
maksimum derisimi (ng/mL)

Cizelge 3.2° deki degerlerin ortalamasi almarak hesaplanan 2,0x10% mol L%,
5,4x1078 mol L ve 1,0x1077 mol L derisimlerdeki ARP ¢ozeltilerinin bulundugu hiicrelere

hazirlanan girisim ¢ozeltileri eklendi. Bu ¢ozeltiler asagida verildigi sekilde hazirlandi:

Askorbik asit ve glikoz cozeltilerinin derisimleri 1,0x102 mol L? olacak sekilde
hesaplanarak kati maddelerinden tartildi ve saf su ile ¢oziilerek 10 ml’lik stok ¢ozeltileri

hazirlandi.

Urik asit ¢ozeltisi, derigsimi 1,0x102 mol L™ olacak sekilde tartilan katis1 %0,45
(k/h)’lik Li,CO3 ¢ozeltisi ile ¢oziilerek 10 ml’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Girisim caligsmalarinda verilen maddelerin fizyolojik derisimleri, stok ¢dzeltilerinin
hesaplanan derisimlerde eklemeler yapilarak iginde pH 1,8 BR tamponu bulunan

elektrokimyasal hiicreye ilave edilmesi ile elde edildi.

3.4 Deneylerin Yapilisi

3.4.1 Doniisiimlii voltametri deneyleri

ARP’nin doniisiimlii voltametri (DV) deneyleri i¢in Bolim 3.1.1°de belirtilen
elektrokimyasal hiicre stand1 ve boliim 3.1.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan ¢alisma elektrodu,
referans elektrot ve karsit elektrot kullanilarak tiglii elektrot sistemi kullanildi. Calisma
elektrodu olarak sade KPE ve Al.Os NP-KPE, referans elektrot olarak Ag/ AgCl elekrot ve
karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. DV deneylerinde, destek elektrolit olarak segilen pH
1,8’ e ayarlanmig BR tamponundan belirli miktarda hiicreye konuldu. Cozeltiden 3 dakika
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azot gaz1 gecirilerek ortamdan oksijenin uzaklagsmasi saglandiktan sonra farkli potansiyel

araliklarinda doniisiimli voltamogramlari alindi ve sistemin potansiyel penceresi belirlendi.

ARP’nin voltamogramlarina tarama hizinin etkisini incelemek amaciyla, deney
¢ozeltilerinin, farkli tarama hizlarinda ve her tarama hizi ¢alismasindan 6nce ¢ozeltiden belirli

bir stire azot gaz1 gegirilerek voltamogramlart alindi.

3.4.2 Kare dalga voltametrisi deneyleri

ARP’ninKDV ve KDAAdASV c¢alismalari, Boliim 3.3.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan
ARP c¢ozeltilerinde gergeklestirildi. Daha 6nceden belirlenen potansiyel araliginda, KDV
yontem parametreleri degistirilerek voltamogramlar kaydedildi. Pik akimi1 ve pik sekli dikkate
alinarak basamakli adim yiiksekligi 0,01 V, sinyal genligi 0,01 V ve sinyalin frekans: 10 Hz
olarak yontemin optimum parametreleri belirlendi. Pik akiminin derisimle iligkisini incelemek
amaciyla, Boliim 3.3.3” de belirtildigi gibi hazirlanan farkli derisimlerdeki ARP ¢dzeltisi igin

elde edilen pik akimlar1 derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu.

3.4.3 Kare dalga anodik adsorptif styirma voltametrisi

Calisma cozeltisinin 10 ml’sine elektrokimyasal 6l¢iimlerde kullanilan iiglii elektrot
sistemi daldirildiktan sonra, ¢dzeltiden ¢ozlinmiis oksijenin giderilmesi i¢in 3 dakika azot gazi
gecirildi. Inert gaz gecisi kesildikten sonra, biriktirme siiresi 0-150 s, biriktirme potansiyeli
0,0-1,0 V araliginda degistirilerek voltamogramlar kaydedildi. Pik akiminin en yiiksek, pik

seklinin en 1yi oldugu siire ve potansiyel belirlendi.
3.4.4 Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

KDV ve KDAAdSV yontemlerinde ¢esitli derisimlerdeki bir seri ARP ¢dzeltilerinin
belirlenen optimum kosullarda voltamogramlari alindi ve pik akimlari belirlendi. Olgiilen pik

akimlart ARP derisimine karsi grafige gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturularak gizilen

regresyon egrisinden dogrusal ¢alisma araligi, alt tayin ve goézlenebilme sinirlar1 hesaplandi.
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3.5 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
3.5.1 Dogrusal ¢alisma arahigi

Bolim 3.4.3’te belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon
katsayisinin R?=0,98 ve daha biilyiik oldugu derisim aralign dogrusal ¢alisma aralign olarak

belirlendi.
3.5.2 Dogruluk

Tablet ve serum numunelerinde eklenen madde miktarlart (p) ile voltametrik
yontemler kullanilarak bulunan ortalama miktarlardan (x) yararlanarak % geri kazanim

degerleri Esitlik 3.1 kullanilarak hazirlandi.

%GK = £ x100 3.1)
U

3.5.3 Tekrarlanabilirlik

Pik akimi ve pik potansiyeli tekrarlanabilirliklerinin belirlenmesi i¢in ayni ¢ozelti
kullanilarak ayni giin icerisinde ve ayn sekilde hazirlanmis farkli ¢ozeltiler kullanilarak farkl
giinler igerisinde optimum sartlarda voltamogramlar kaydedildi, belirtilen parametreler i¢in

bagil standart sapma degerleri en az ii¢ 6l¢lim i¢in hesaplandi.
3.5.4 Duyarhhk

Bolim 3.4.4° te belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafiklerinin egimi (birim

derisim basina sinyal) yontemin duyarlig: olarak degerlendirildi.

3.5.5 Gozlenebilme sinir1 (LOD)

Bolim 3.4.4°te belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafikleri en kiigiik kareler
yontemiyle degerlendirildi ve Esitlik 3.2 ve Esitlik 3.3 kullanilarak gozlenebilme sinir1 (LOD)
ve alt tayin sinir1 (LOQ) hesaplandi.
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s,

LOD = (3.2)
m

10s,

LOQ = (3.3)
Burada Sp, kalibrasyon dogrusunda baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi, m ise

kalibrasyon dogrusunun egimidir.
3.5.6 Aktarilan elektron sayisi (n) ile yiik aktarim katsayisinin (8) ¢arpiminin bulunmasi

Aktarilan elektron sayisi n ve yukseltgenme reaksiyonu igin anodik yiik aktarim
katsayis1 B’nin ¢arpimi, farkli tarama hizlarininda alinan déniisiimlii voltametri deneylerinden
elde edilen verilerden yararlanarak olusturulan tarama hizinin logaritmasina karsit pik
potansiyel egrilerinin egimi kullanilarak Esitlik 3.4’ten hesaplandi (Asangil ve ark. 2012,
Tasdemir 2011).

Ep:k+llnv (3.4)

(np)F

Esitlik 3.4’te Ep, pik potansiyelini(V), T mutlak sicakligi (K), R, ideal gaz sabitini
(J/molK; n, aktarilan elektron sayisini (mol elektron / mol molekiil); B, anodik yiik aktarim

katsayisini, F faraday sabitini (K / mol elektron), v tarama hizimi (Vs™) ifade etmektedir.

3.5.7 Difiizyon katsayisinin (D) hesaplanmasi

Difiizyon katsayisi, adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in doniisiimlii voltametri
deneylerinden elde edilen tarama hiz1 ile degisen pik akimi degerleri kullanilarak Esitlik
3.5’ten hesaplandi (Garrido 1986).

i, =1,06x10°n* ACvD"*t;? (3.5)

Yukarida verilen esitlikte yer alan ip, ARP’ye ait doniisimlU voltametri deneylerinden
elde edilen pik akimi; n, maddenin elektrot ylizeyinde aktarilan elektron sayisi; A, Al203 NP-
KPE yiizey alami (cm?); C, ARP derisimi (mol/cm®); v, tarama hizi; D, difiizyon
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katsayis1(cm?/s); tp, ise potansiyel taramasi baslangicindan madde piki olusumuna kadar gecen

suredir(s).
3.5.8 Standart heterojen hiz sabitinin (ks) hesaplanmasi

Elektrot reaksiyonlarinin heterojen hiz sabitlerinin hesaplanmasi i¢in maddelerin
Bolum 3.3.3’de belirtilen ¢ozeltileri kullanilarak ARP’nin farkli tarama hizlarinda dontstmli
voltamogramlar1 alindi. BR tamponunda ARP madesinin tersinir olmayan yikseltgenme
reaksiyonunun heterojen hiz sabiti degerinin hesaplanmasinda Klingler-Kochi’ye ait esitlikten
(Esitlik 3.6) yararlanild1 (Klingler ve Kochi 1981). Asagida verilen esitlik i¢in gerekli olan
anodik pik potansiyellerinden pik genisligi (Ef — E{,‘/Z) degeri ARP’nin farkli tarama

hizlarinda alinan doniistimlii voltamogramlarindan, elde edildi.

1/2
k, = 2,18[wj p=1857— " __ (3.6)
RT nF(E: —EZ),)
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve SONUC

4.1 Aripiprazoliin Elektrokimyasal Davramsimin incelenmesi

4.1.1 Doniisiimlii voltametri ¢calismalar:

Bu caligmanin birinci boliimiinde ARP’nin, sade KPE ve cesitli nanopartikiiller ile
modifiye edilmis KPE ylizeyindeki elektokimyasal davranisi incelenerek olasi yiikseltgenme
mekanizmasi 6nerildi. Daha sonra ARP’nin biyolojik drneklerde ve tablette tayinine yonelik
KDAAdSV yontemi gelistirildi.

Bu amacla ARP’nin elektrokimyasal yiikseltgenme davranisi incelenmeden 6nce BR
ortami igin potansiyel penceresi belirlendi. Bu amacla, hem pH 1,8'de hazirlanan BR
¢ozeltisinin hem de BR ortaminda 2,0x10*mol L? olarak hazirlanan ARP ¢ozeltisinin sade
KPE yiizeyinde doniisiimlii voltamogramlari alind1 (Sekil 4.1). Sekil 4.1 incelendiginde 0,5
ille 1,4 V araliginda BR’den olusan c¢oziicii sistemine ait herhangi bir indirgenme
yiikseltgenme pikine rastlanmazken 2,0x10%*mol L ARP cozeltisine ait voltamogramda
yaklasik 1,2 V potansiyelde bir ylikseltgenme pikine rastlandi. Bu nedenle, ¢alismaya uygun
potansiyel penceresinin 0,5-1,4 V olarak secilmesine karar verildi.

37



o L ARP

base

_05 1 1 1 1 1
0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6

Potansiyel, V

Sekil 4.1. 2,0x10*mol L ARP ¢ozeltisine ait doniisiimlii voltamogram (pH:1,8 tarama hizi
0,1Vs?h.

ARP’nin ¢alisma potansiyel araligi belirlendikten sonra voltametrik yontemle tayini
icin en uygun nanopartikiil belirlenmeye c¢alisildi. Bu amagla, ¢esitli nanopartikiiller
kullanilarak modifiye edilmis KPE ile DV deneyleri yapildi. Sekil 4.2°’de de goriildiigii gibi
2,0x10“mol L? sabit derisiminde ARP’nin, BR tamponunda Al,Os, Fe3Os, SnO, CuO, CdO,
Fe>03 ve NiO nanopartikiilleri ile modifiye edilmis KPE’larda 0,50V ile +1,40 V potansiyel
araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedildi. CdO ve NiO nanopartikiilleri ile modifiye
edilmis KP elektrotlarda herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme pikine rastlanmadi. Boylece
ARP’nin bu nanopartikiillerle modifiye edilmis KPE yiizeyinde elektroaktif olmadig:
sonucuna varildi. Diger nanopartikiillerle modifiye edilmis KP elektrot yiizeyinde yaklasik
1,2 V’da ARP’ye ait tekli yiikseltgenme pikine rastlandi. 2,0x10*mol L' ARP’nin Al,O3 NP-
KPE yizeyinde gozlenen pik akimimin diger nanopartikiller ile modifiye edilmis KPE’larda
elde edilen pik akimina gore daha yiiksek oldugu goriildii ve ¢alismalara Al.O3 NP-KPE

yuzeyinde devam edildi.
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Sekil 4.2. 2,0x10*mol L't ARP’ye ait farkl1 nanopartikiillerle modifiye edilmis KPE’ta alinan
doniisiimlii voltamogramlar.

Al;03 NP-KPE hazirlamak i¢in kullanilan  Al,Oz nanopartikillerinin, KP
karisimindaki miktarini optimize etmek igin 2,5 - 4,0 mg Al2O3 nanopartikulu iceren KPE’lar
hazirlanarak 2,0x10*mol L™ ARP ¢ozeltisinin déniisiimlii voltamogramlar1 kaydedildi (Sekil
4.3).
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Akim, pA

Potansiyel, V

Sekil 4.3. 2,0x10*mol L' ARP’nin, farkli miktarlarda Al,Os iceren KPE yiizeyinde

kaydedilen doniisiimlii voltamogramlari.

Sekil 4.3 incelendiginde en yiiksek pik akiminin 3,5 mg Al2Os igeren KPE’ta
kaydedildigi goriildii. 2,0x10*mol LY ARP’nin 4,0 mg AlOs nanopartikiilleri iceren KPE
kullanilarak kaydedilen doniisiisiimlii voltamograminda pik akiminin azaldigi goriildii. Bu da
Al203 nanopartikiillerinin KPE yiizeyini bloke ederek ARP’nin elektrot yiizeyine ulagsmasini
engelledigini digiindiirdii. Calismalara 3,5 mg Al2Os igeren KPE yiizeyinde devam edildi.

ARP’nin elektrokimyasal davranisini incelemek icin belirlenen potansiyel araliginda

sade KPE ve Al,03 NP-KPE yiizeyinde doniisimlii voltamogramlari alind1 (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 2,0x10*mol Lt ARP’nin, farkli elektrotlarda doniisiimlii voltamogramlari.

Sekil 4.4 incelendiginde Al2O3 NP-KPE vyiizeyinde kaydedilen doniistimlii
voltamogramda elde edilen pik akiminin sade KPE ylizeyinde kaydedilen dontistimlii
voltamogramda elde edilen pik akimina goére 2,5 kat daha yiiksek oldugu goriildii. Belirlenen
potansiyel aralifinda alinan voltamogramlarda indirgenme pikinin gézlenmemesi elektrot

yiizeyinde gerceklesen yiikseltgenme reaksiyonunun tersinir olmadigini diistindiirdii.

ARP’nin Al203 NP-KPE yiizeyinde gerceklesen yiikseltgenme reaksiyonunun tersinir
olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in farkli tarama hizlarinda yapilan doniisiimlii voltametri
deneylerinden yararlanildi. 2,0x10*mol L ARP’nin, Al,O3 NP-KPE’ta, pH 1,8’de 0,01-0,1
Vs arasindaki farkli tarama hizlarinda alinan doniisiimlii voltamogramlarinda, tarama hizi
arttikga pik akimlarinin arttign ve pik potansiyellerinin daha anodik potansiyellere kaydigi
gozlendi. Anodik pik potansiyellerinin yiiksek tarama hizlarinda degismesi kriteri de sistemin
tersinir olmadiginin bir gostergesi olarak kabul edilir (Nicholson ve Shain 1964, Greef ve
ark. 1990, Bard ve Faulkner 2001).
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Sekil 4.5. 2,0x10“mol L' ARP’nin, farkli tarama hizlarinda alinan doniisimlii
voltamogamlarindan elde edilen ip?- v grafigi.

Buna gore, ARP’nin Al203 NP-KPE ytlzeyindeki ylikseltgenme reaksiyonunun tersinir

olmadig1 sonucuna varildi.

4.1.2 ARP’nin adsopsiyon ozellikleri

Buyuk molekdllt organik maddeler genellikle elektrot ylzeyine adsorbe olur. Bu
molekiillerin  elektrot ylizeyine adsorbe olmasi elektrot yiizeyinde gergeklesen
elektrokimyasal reaksiyonlarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in oldukc¢a onemlidir. Bu
nedenle, maddelerin, elektrot yiizeyine adsorplanip adsorplanmadiginin belirlenmesi gerekir.
Bu amagla kullanilan en 6nemli elektrokimyasal yontem DV’dir. ARP’nin Al,03 NP-KPE
ylizeyine adsorpsiyonun olup olmadigi, farkli tarama hizlarinda doniigiimlii voltamogramlari
alinarak pik akimlarinin tarama hiziyla degisiminden yararlanilarak incelendi. Bu amagla, log
ip?-log v grafikleri ¢izildi. Difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve dontisiimlii voltamogramdaki
pik akimini veren Randles-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 biiyiik olur (Bard ve Faulkner 2001). ARP ye ait log v-log ip® grafigi incelendiginde
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egimi 0,7517 olan bir egri elde edildi (Sekil 4.6). Elde edilen bu sonu¢ ARP’nin Al,O3 NP-
KPE ylzeyine adsorbe oldugunu gosterdi.

1.4

y =0.7517x - 1.0041
R?=0.9928

0 1 1 1
1.5 2 2.5 3 3.5

log v

Sekil 4.6. 2,0x10“mol L' ARP’nin, farkli tarama hizlarinda alinan doniisimlii
voltamogamlarindan elde edilen log v -log i,? grafigi.

4.1.3 Maddelerin difiizyon katsayilarinin (D) bulunmasi

ARP’nin pH 1,8 BR tamponunda Al203 NP-KPE yiizeyinde adsorbe oldugu bdliim
4.1.2°de verildi. Buna gore ARP’nin diflizyon katsayisinin hesaplanmasinda Boliim 3.5.7°de
anlatildig1 gibi Garrido esitliginden yaralanildi (Esitlik 3.5). Elde edilen diflizyon katsayisi
degeri Cizelge 4.1° de verildi.

4.1.4 Standart heterojen hiz sabitlerinin (ks) bulunmasi

Literatiirde standart heterojen hiz sabiti degerlerine bakilarak elektrot reaksiyonlarnin
tersinir, Yyari-tersinir veya tersinmez olduguna karar vermek miimkiindiir. Tersinir

reaksiyonlar icin standart heterojen hiz sabitinin 0,23 v*/2

cm/s’den biiyiik veya bu degere esit,
yari-tersinir reaksiyonlar icin 0,23 v*2 >ks> 0,004 v¥2cm/s araliginda bir degerde ve tersinmez
reaksiyonlar icin 0,004 v?’den kiigiik oldugu belirtilmektedir. (Lund 2001). Bu calismada,
Esitlik 3.6” da verilen Klingler-Kochi teknigine gore hesaplanan ks degerleri, tarama hizinin

karekokiine kars1 grafige gegirildi ve yiiksek tarama hizlarinda ks’in tarama hizindan bagimsiz
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olan degerlerinin ortalamasi alinarak standart heterojen hiz sabiti hesaplandi (Cizelge 4.1).
ARP’ye ait hesaplanan ks degerinin, 4,0x10%"den kiiciik olmast ARP’nin Al,O; NP-KPE
yiizeyindeki elektrokimyasal yiikseltgenme reaksiyonunun tersinmezliginin gostergesidir

(Lund 2001).

Cizelge 4.1. pH 1,8 BR tamponunda Al.O3 NP-KPE yiizeyinde ARP’nin difiizyon katsayisi
ve heterojen hiz sabiti degerleri.

Difiizyon katsayis1 (D)  Standart heterojen hiz sabiti ( ks)

cm?/s; D+ts/V/N cm/s; kstts/v/N

4,66x107+0,29 1,09x10%+4,41x10°

4.1.5 Empedans olgimleri

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi elektrotlarin mondifikasyonu sirasinda
elektrot yiizeyindeki empedans degisimleri gosteren bir yontemdir. Calismada boliim 3.2” de
anlatildig1 gibi hazirlanan sade KPE ve Al>O3 NP-KPE elektrotlarinin empedans 6l¢iimleri
alind1. Sekil 4.7 Al,O3 NP-KPE ve sade KPE’ nin 5,0 mmol L'* Fe(CN)s/* igeren 0,1 mol L
KCl ¢ozeltisindeki Nyquist egrilerini gostermektedir. Nyquist egrilerinde sanal empedans
(Z2”) gergek empedansa (Z’) kars1 grafige gecirilir. Empedans spektrumunun Nyquist egrisi,
bir dogrusal ve bir yarim halka seklinde iki kisimdan olusur. Yiiksek frekanslardaki yarim
halka elektron transferinin sinirli oldugu duruma, diisiik frekanslardaki dogrusal kisim da
diflizyon prosesine karsilik gelir. Yarim dairenin ¢ap1 elektrot yiizeyindeki elektron transfer
direncine esittir. (Wang 2008). Sekil 4.7 incelendiginde sade KPE ile iyi tanimlanmig bir
yarim halka elde edildigi goriildi. Sade KPE’ nin olusturdugu halkanin ¢apmin en biiyik
olmasi ¢ozelti/elektrot arayiizeyinde direncin daha yiiksek oldugu dolayisiyla elektron
aktariminin en diisiik oldugu seklinde yorumlandi. Al,03 NP-KPE’ de elde edilen halkalarin
caplar1 sade KPE ile karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik bulundu. Bu durumda Al>O3 NP-
KPE’ nin ¢ozelti/elektrot arayiizeyinde elektron aktarim direncini disiirdiigii diisiiniildi.
Sonug olarak Al20s NP-KPE ¢apimin kiigiik olmasi elektron aktariminin hizli olmasi ve

cozelti/elektrot araylizeyi direncinin daha diisiik oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.7 Sade KPE (©) ve Al,0s NP-KPE (A) icin Nyquist egrileri (5,0 mmol L Fe(CN)*"*

iceren 0,1 mol L KCI ¢ozeltisinde)

4.1.6 Elektrot reaksiyonunda yer alan H* sayisinin bulunmasi ve pH’nin pik akimina ve

pik potansiyeline etkisi

Caligmalarin yapildigi ortamda bulunan H* iyonlari derigiminin bir dlgiisii olan pH
degeri, elektrokimyasal sinyalin konumu (Ep) ve siddetini (ip) degistirebilen en 6nemli
parametrelerden birisidir. Bu nedenle H* iyonlarinin ARP’nin elektrokimyasal reaksiyonuna
olan etkisi incelendi (Kagar 2000). ARP’nin pik akimi ve pik potansiyeline pH’in etkisini
incelemek amaciyla, KD voltamogramlarindan yararlanildi. (Sekil 4.8). BR tamponu ve 0,10
mol L™ NaOH kullanilarak farkli pH’larda hazirlanan 10 mL’lik 2,0x10% mol L ¢ozeltilerde
calisildi. Elde edilen pik akimlar1 ve pik potansiyellerinin pH ile degisimi grafige gecirildi
(Sekil 4.9-Sekil 4.10). pH arttikga pik potansiyellerinin negatife kaydigi ve pik akimlarinin
giderek azaldig1 goruldi. Bu ylzden optimum pH olarak en yiksek pik akiminin gorildigi
pH 1,8 secildi. Ayrica, pik potansiyeli ve pik akimmin pH ile degismesi, elektrot
reaksiyonunda hidrojen iyonunun (protonun) yer aldigimi gostermektedir (Malik 1982,
Kameswara Rao ve ark. 1988, ismail 1991, El-Hallag ve ark. 2000). Bunun i¢in, ARP’nin

elektrokimyasal yiikseltgenme reaksiyonuna eslik eden proton sayisinin elektrot
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reaksiyonunda aktarilan elektron sayisina orani Esitlik 4.1°den hesaplandi (Wang ve ark.
2006). Bu amacla pH degerlerinin pik potansiyeline karsi gizilen grafiginden elde edilen

dogrunun egiminden yararlanildi (Sekil 4.10).

(4.1)

Bu esitlikte 0 ile ifade edilen terim mekanizmaya eslik eden proton sayisi, n ise
elektrokimyasal degisimde transfer edilen elektron sayisidir. Esitlikte verilen diger bilinen
biiyilikliiklerin degerleri ile birlikte pik potansiyelinin ortamin pH degeri ile degisimi
grafiginden elde edilen esitligin (E, = 0,05pH +1,264 R?=0,99) egimi kullanildiginda proton
sayisinin elektron sayisina orani 0,85 olarak bulundu. Buna gore elektrokimyasal basamakta

transfer edilen proton ve elektron sayisinin birbirine esit oldugu sonucuna varildi.

8
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Sekil 4.8. 2,0x10°mol L't ARP’nin, BR ortaminda Al,03 NP-KPE yiizeyinde KDV yéntemi
ile elde edilen pik akimlarinin pH ile degisimi.
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Sekil 4.9. 2,0x10%mol L' ARP’nin, BR ortaminda Al,O3 NP-KPE’de KDV yontemi ile elde
edilen pik akimlarinin pH ile degigimi.
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Sekil 4.10. 2,0x10°mol L"*ARP’nin, BR ortaminda Al,O3 NP-KPE’de KDV yontemi ile elde
edilen pik potansiyelinin pH ile degisimi.

ARP’nin elektrot tepkimesinde hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisini
belirlemek icin bdliim 3.5.6’daki esitlik 3.4° den yararlanildi. (Wang ve ark. 2006, Ozturk
ve ark. 2010, Tasdemir 2011).

Bu esitlikte: Pik potansiyeli, V, R: ideal gaz sabiti, J/(mol K), T: mutlak sicaklik, K, n:
hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol molekil, F: Faraday
sabiti, C/mol elektron, f: anodik yiik aktarim katsayis1 v: tarama hizi, Vs?, k: sabit’i ifade

etmektedir.

E,=k+ RT
(nB)F

Inv (4.2)

Al;03 NP-KPE’ ta yapilan tarama hizi ¢alismalarinda, tarama hizinin pik potansiyeline
etkisini degerlendirmek i¢in tarama hizinin logaritmasina karsi, pik potansiyeli grafige
gecirildi (Sekil 4.11) ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile Ep=0,058Inv+1,326
R2=0,983 esitligini saglayacak sekilde degistigi goriildii. Bu grafiklere ait egim degeri Esitlik
4.2’ de yerine konuldugunda anodik yiik aktarim katsayisi olan S ile elektrot tepkimesinin hiz

belirleyen basamaginda aktarilan elektron sayisinin (n) ¢arpimi (nXf) degeri Al.O3 NP-KPE
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icin 1.02 olarak hesaplandi. Yiik aktarim katsayisinin 0 ile 1 arasinda deger alabilecegi (Brett
ve Brett 1994) ve bir¢ok calisma elektrotu i¢in bu parametrenin 0,50 oldugu diisiintildiigiinde
ARP’nin yiikseltgenme mekanizmasindaki hiz belirleyen basamakta AloOs3 NP-KPE
yiizeyinde iki elektron aktarildigi s6ylenebilir.

Tim bu sonuglara gére ARP’nin Al,O3 NP-KPE yiizeyinde pH 1,8’de 2e/2H" ile
yiikseltgendigi sonucuna varildi. Elde edilen sonuglar literatiirde Asangil ve arkadaglari

tarafindan bulunan sonuglarla uyusmaktadir (Asangil ve ark. 2012).

1.3
y = 0.0588x + 1.3264
R2 =0.9836
127 |
4
o124
*
121
1.18 : : :
2.2 -1.8 -1.4 -1
log v

Sekil 4.11.2,0x10°mol L™* ARP’nin, BR ortaminda Al,03 NP-KPE’de KDV y&ntemi ile elde
edilen log v- Ep? grafigi

Elde edilen tiim bu veriler 15181nda,

e Yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna

e Yiikseltgenme reaksiyonunda protonunda yer aldigina,

e Yiikseltgenme reaksiyonunda hiz belirleyici basamakta aktarilan elektron sayisinin
2 olduguna,

e Yikseltgenme tepkimesinin c¢ozelti elektrot araytzeyinde adsorpsiyon kontrolli

olarak gerceklestigine karar verildi.
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Elde edilen bu sonuglara gére Al,03 NP-KPE yiizeyinde ARP’nin 2¢”/2H" aktarimu ile
tersinmez gergeklestigi diistiniilen yiikseltgenme reaksiyon mekanizmasinda amin grubundaki
proton yapidan ayrilirken deprotosyona ugrayan yapinin elektron aktararak aktiflesmis
kompleks olusturdugu sonra hizli bir sekilde 2 proton 2 elektron aktarim ile yiikseltgenmenin
tamamlandigr sonucuna varildi. Olas1 yiikseltgenme mekanizmast Sekil 4.12° de verildi

(Asangil 2014).
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Sekil 4.12. ARP molekullerinin Al203 NP-KPE yiizeyinde gergeklesen elektroyiikseltgenme

reaksiyonu i¢in 0nerilen mekanizmalar
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Sekil 4.12. ARP molekullerinin Al203 NP-KPE yiizeyinde gergeklesen elektroyiikseltgenme
reaksiyonu igin onerilen mekanizmalar (devam)
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Sekil 4.12. ARP molekdllerinin Al,03 NP-KPE yiizeyinde gergeklesen elektroyiikseltgenme
reaksiyonu ic¢in 0nerilen mekanizmalar
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4.2 ARP’nin Siyirma Voltametrisi ile Tayini icin Yontem Gelistirme

Boliim 4.1°de Al,O3 NP-KPE ylizeyinde elektrokimyasal davranisi incelenen ARP’nin
en keskin yikseltgenme pikini pH 1,8 de verdigi ve elektrot reaksiyon mekanizmasinda
adsorpsiyonun daha etkili oldugu belirlendi (Sekil 4.6, Sekil 4.8). Elde edilen bu sonuglardan
yola ¢ikarak ARP’nin farmasotik orneklerde ve serum orneklerinde nicel tayini igin
DPAAdSV ve KDAAASV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisiiniildii. Bu
amacla yapilan 6n denemlerde KDAAdSV yontemi ile ARP’ye ait daha diizgiin ve daha
keskin pikler elde edildigi goriildii. Bu yiizden ¢alismalara KDAAdSV yontemi ile devam
edildi. ARP igin elde edilen sonuglar asagida verildi.

4.2.1 Cihaz parametrelerinin optimizasyonu

Voltametrik yontemlerde, elektroaktif maddeye ait piklerin olusmasinda ve
keskinlesmesinde, kullanilan yazilim ve cihazin sinyal parametreleri 6nemlidir. Bu sebeple
oncelikle ARP’ninserumda ve farmasétik drneklerde tayinine yonelik gelistirilen KDAAdSV
yontemi ile yapilan c¢alismalarda cihaz parametreleri optimize edildi. ARP’ye ait
yukseltgenme pik akimi ve pik sekli dikkate alinarak yapilan ¢alismalarda optimum cihaz

parametreleri belirlendi ve sonuclar Cizelge 4.2°de verildi.

Cizelge 4.2.S1yirma voltametrisi yontemi i¢in optimum cihaz parametreleri.

Parametre KDAAdSV

Baslangic Potansiyeli, V 0,0

Bitis Potansiyeli, V 1,6
Genlik Frekans, mVs* 10
Basamak potansiyeli,V 0,01

Ornekleme Genisligi, V 0,01

Durulma siresi, s 3
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4.2.2 YOontem parametrelerinin optimizasyonu

ARP’nin KDAAdSV yontemi ile tayinine yonelik calismalarda optimum cihaz
parametereleri belirlendikten sonra Bolim 4.1°de belirlenen optimum pH degerinde yontem

optimizasyonu yapildi.

4.2.2.1 Biriktirme potansiyelinin belirlenmesi

ARP’nin pik akimina biriktirme potansiyelinin (Epir) etkisi, KDAAdSV yontemi ile
incelendi. Biriktirme potansiyeli 0,0 V-1,0 V araliginda degistirilerek pik akimi degisimi pik
potansiyeline kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.13). Belirlenen potansiyel araliginda pik
akiminin, azaldigi goruldi. KDAASV yontemi igin 0,0 V optimum biriktirme potansiyeli

olarak belirlendi.

Akim, pA

O 1 1 1
-0.1 0.3 0.7 11

Potansiyel, V

Sekil 4.13. 2,0x10°mol L* ARP’nin, AlO3 NP-KPE ile elde edilen pik akimlarmin
biriktirme potansiyeli ile degisimi (pH 1,8).

4.2.2.2 Biriktirme siresinin belirlenmesi

Biriktirme potansiyeli 0,00 V olarak belirlendikten sonra, bu potansiyelde 2,0x10°
mol L ARP igeren hiicrede biriktirme stresi 15-180 s arasinda degistirilerek pik akimimin

zamanla degisimi grafige ge¢irildi (Sekil 4.14). Pik akimlar1 15 s-150 s araliginda artarken,
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150 s’den sonra pik akimlarmin azaldigi goriildii. Optimum biriktirme siiresi en yiiksek pik

akiminin g6zlendigi 150 s olarak secildi.

2.7
.
<
=,
g 26 f
=
L
L
25 1 1 1
0 50 100 150 200
Zaman, S

Sekil 4.14. 2,0x10®mol L' ARP’nin, Al,03 NP-KPE ile elde edilen pik akimlarinin
biriktirme siiresi ile degisimi (pH 1,8).

Elde edilen sonuglara gore, ARP’nin KDAAdSV yontemi ile tayini icin belirlenen

parametreler Cizelge 4.3’de verildi.

Cizelge 4.3. KDAAdSV yontemi icin optimum yontem parametreleri.

Destek elektrolitin turt BR tamponu
Destek elektrolitin derisimi, mol L 0,04

pH 1,8
Biriktirme potansiyeli, V 0,0
Biriktirme suresi, s 150
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4.3 KDAAdSV Yonteminin Analitik Uygulamalari

4.3.1 Derisim calismasi

Gelistirilen KDAAdSV yontemi i¢in optimum cihaz parametreleri (Cizelge 4.2) ve
optimum ydntem parametreleri (Cizelge 4.3) kullanilarak derisim ¢alismalar1 yapildi. Yapilan
derisim ¢aligmalar1 sonucunda dogrusal calisma araligi ve yonteme ait bazi kalibrasyon
parametreleri hesaplandi. Derisim ¢alismalarinda, igerisinde pH 1,80’e ayarlanmisg, bilinen
hacimde BR tampon ¢ozeltisi bulunan elektrokimyasal hiicreye, bolim 3.3.3’de belirtildigi
gibi hazirlanan ARP’nin stok ¢ozeltisinden bilinen miktarlarda ilaveler yapildi. Her bir
ilaveden sonra hiicredeki hacim degisimleri de dikkate alinarak ARP’nin derisimleri
hesaplandi ve KDAAdSV yontemi ile alinan voltamogramlar her bir derisim i¢in ayr1 ayri
kaydedildi (Sekil 4.15). Derisime kars1 elde edilen voltamogramlardan okunan akim degerleri
grafige gecilerek iki ayri kalibrasyon egrisi olusturuldu ve istatistiksel degerlendirilmesi
yapildi (Sekil 4.16).

A
8,0 UM

Akim, pA
SN

0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3 1.4
Potansiyel, V

Sekil 4.15. ARP’nin farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlari (pH: 1,8;
Epir: O mV, thir: 150 S).
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Sekil 4.16. ARP’nin farkli derisimlerdeki akim-derisim grafigi.
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4.3.2 Girisim calismasi

Bu boélimde, Cizelge 3.2° deki degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanan derisimlerde
hazirlanan 2,0x10~8mol L%, 5,4x1078mol L ve 1,0x10""mol LXARP cozeltilerine, biyolojik
stvilarda bulunan ve girisim etkisi yapabilecegi diistiniilen glikoz, askorbik asit ve 0rik asit

gibi temel girisimcilerin etkisi incelendi.

Temel girisimciler olarak kabul edilen bu maddelerin AlO3 NP-KPE’ nin cevabina
etkisini incelemek amaciyla ARP derisiminin 2,0x1078 mol L%, 5,4x1078 mol L ve 1,0x1077
mol L? oldugu ¢ézeltilerinin, optimum sartlarda 0,8 V-1,4 V potansiyel araliginda KD
voltamogramlar1 kaydedilerek pik akim degerleri her elektrot i¢in ayr1 ayr1 olgiildii. Daha
sonra yukarida belirtilen derisimlerde ARP’ye 5,0x10®° mol L ve 1,0x10* mol L askorbik
asit, urik asit ve glikoz ¢ozeltileri ilave edildilerek toplam pik akimlari belirlendi. Elde edilen
toplam pik akim degerlerinden ARP’ye ait pik akim degerleri ¢ikarilarak toplam pik akim
degerine oranlandi. Boylece girisim yapan tiiriin girisim y0zdeleri belirlendi (Cizelge 4.4).
Cizelge 4.4 incelendiginde glikoz ve iirik asitin askorbik asite gére ARP ¢ozeltilerine daha az
girisim yaptig1, incelenen tiim girisimcilerin ARP’ye girisim etkilerinin yiizde onun altinda
oldugu goriildii. Elde edilen bulgulara gore ARP’ye glikoz, iirik asit ve askorbik asitin dnemli

bir girisim etkisi olmadig1 sonucuna varildi.
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Cizelge 4.4. Girisim g¢alisilan maddelerin yiizdeleri.

Girisim yapan tlr Girisim Yapan Turin

Derigimi mol L™

ARP Derigimi mol L™

Toplam Cevap Akimu (uA)

Girisim Yapan Turin
Cevap Akimi (uA)

Girigim Yiizdesi %

Urik Asit 5,0x10°
1,0x107*

Askorbik Asit 5,0x10°
1,0x107*

Glikoz 5,0x10°
1,0x107*

2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077
2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077
2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077
2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077
2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077
2,0x1078
5,35x1078
1,0x1077

0,2043
0,2730
0,8717
0,1700
0,3447
0,6496
0,2318
0,4896
1,4477
0,3190
0,5687
0,6973
0,2803
0,6455
1,1740
0,2620
0,5056
1,3097

0,1950
0,2850
0,8070
0,1583
0,3640
0,5953
0,2208
0,5161
1,3488
0,2903
0,6150
0,6263
0,2900
0,6760
1,2477
0,2473
0,4730
1,1890

%4,57
-%4,40
%7,42
%6,86
-%5,61
%8,37
%4,77
-%5,43
%6,83
%8,99
-%8,15
%10,18
-%3,45
-%4,72
-%6,27
%5,60
%6,45
%9,21

4.3.3 Kalibrasyon grafikleri kullamlarak farmasotik ve serum orneklerinden ARP

miktar tayini

Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaci ile Cizelge 4.2°de

verilen optimum kosullarda ve Boliim 4.4°de verilen kalibrasyon caligsmalarinin analitik

parametreleri kullanilarak hem farmasotik hem de biyolojik orneklerde geri kazanim

caligmalar1 yapildi. Tablet ve serum 6rnekleri Bolim 3.3.4°de anlatildigi gibi hazirlandiktan

sonra Onerilen KDAAdSYV yodntemi ile siyirma voltamogramlart alindi. ARP’nin geri kazanim

sonuglar1 ve istatistik degerlendirmeleri ise Cizelge 4.5; Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’de verildi.
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Cizelge 4.5. Gelistirilen KDAAdSV yoOnteminin tablet 6rneklerine uygulanmasiyla elde
edilen sonuclar.

Eklenen ARP, ug Bulunan ARP, pug  Geri kazanim, %  BSS, % t deneysel
0,50 0,52;0,54;0,52 106,30+2,63 2,47 1,09
2,83 2,60;2,91;2,66 96,30+5,89 6,12 4,15

tiitik:4,30 (N:3 i¢in 95 gliven seviyesi)

Cizelge 4.6. Gelistirilen KDAAdSV yonteminin serum 0rneklerine uygulanmasiyla elde
edilen sonuclar.

Eklenen ARP, ug Bulunan ARP, pug  Geri kazanim, %  BSS, % t deneysel
0,18 0,18;0,20;0,16 100,85+9,86 9,78 2,14
5,52 5,81,;5,64;6,24 106,9245,61 5,24 1,49

turitik:4,30 (N:3 icin 95 gliven seviyesi)

4.4 KDAAJSV Yénteminin Validasyon Parametrelerinin Incelenmesi

Analitik yontem gelistirmede, gelistirilen yontemin performans karakteristiklerinin
belirlenmesi onemlidir. Yontem validasyonu, gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarin
giivenilirliginden emin olunmasi olarak da ifade edilir. Bu amacla ARP tayini igin gelistirilen

KAAAdSV yontemi i¢in asagidaki parametreler degerlendirilerek validasyon yapildu.

4.4.1 Dogrusal ¢calisma arahig:

Degisen ARP derisimine karsilik gelen ve KDAAdSVyontemi ile elde edilen
akimlarin grafige gegirilmesiyle elde edilen Kkalibrasyon egrisi Sekil 4.16’de verildi. Sekil
4.12 incelendiginde 3,0x108mol L — 2,0x10"mol L* ve 5,0x10'mol L — 8,0x10°mol L*
derisim araliginda iki farkli dogrusal caligma araligi oldugu goriildii. Ayrica kalibrasyon
parametreleri Cizelge 4.7°de verildi. Cizelge 4.7°deki veriler, kalibrasyon ¢aligmalarinda elde

edilen degerlerin en kii¢lik kareler yontemi ile degerlendirilmesiyle elde edilmistir.

4.4.2 Yontemin dogrulugu

Bir yontemin dogrulugu, gozlenen analiz sonuglarinin gergek degere yakinliginin
derecesi olarak ifade edilebilir. Yapilan analitik uygulamalar ile gelistirilen yontemlerin
dogrulugu arastirildi. Bunun i¢in, onerilen yonteme ait kalibrasyon parametreleri kullanilarak,

calisma hiicresine ilave edilmis olan bilinen miktarlarda ARP’nin geri kazanim %’si
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hesaplandi. Hesaplanan degerlere bakildiginda (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). KDAAdSV
yonteminde % geri kazanimin tablet ¢ozeltileri i¢in %106,30+2,63 ve %96,304£5,89 serum
ornekleri icin ise %100,85+9,86 ve %106,92+5,61 arasinda oldugu goriildii. Elde edilen

sonuglara gore KDAAdSV yonteminin dogrulugunun oldukga iyi oldugu sonucuna varildi.

4.4.3 Tekrarlanabilirlik

4.4.3.1 Aym c¢ozeltide (giin ici) pik akim ve pik potansiyeli icin tekrarlanabilirlik

1,0x10°mol L ARP iceren, pH degeri 1,80’e ayarlanmis olan ¢dzelti kullanilarak
optimum kosullarda, Al,O3 NP-KPE’ta biriktirme yapildiktan sonra, voltamogramlar alindu.
Bu islem 3 kez tekrarlandi. Elde edilen piklerde pik akimi ve pik potansiyelinin
tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla, doniisiimlii voltamogramlar Ust tste cakistirildi.
Ayni giin, ayni ¢ozeltide ard arda (i¢ defa alinan doniisiimlii voltamogramlardan elde edilen
pik akimlarinin ve pik potansiyellerinin bagil standart sapma(B.S.S.) degerleri sirasiyla 1,70
ve 0,24 olarak belirlendi. Sonug olarak, ayni giin i¢in siyirma piklerinin akim ve potansiyel
degerlerindeki tekrarlanabilirligin oldukca iyi oldugu belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Al,O3 NP-KPE’ta DV yontemi ile ayni giin, ayni ¢ozeltide yapilan dlgiimlere ait
voltamogramlar (1,0x10° mol L' ARP, pH 1,8).
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4.4.3.2 Farkh cozeltilerde (giinler arasi) pik akim ve pik potansiyeli icin

tekrarlanabilirlik

Farkli giinlerde hazirlanan 1,0 x10°mol LARP c¢ozeltisinin optimum kosullarda
KDAAJSV yontemi ile voltamogramlari alindi. Ug defa tekrarlanan her bir dl¢iimden elde
edilen pik potansiyeli ve pik akimi degerleri kaydedildi. Farkli glinlerdeki ayn1 derisimdeki
farkli ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen pik akimlarinin BSS degerleri pik akimi ve pik
potansiyelleri i¢in sirasiyla 1,11 ve 0,42 olarak belirlendi. Sonug olarak, ARP’ye ait pikin
giinler aras1 tekrarlanabilirliginin oldukga iyi oldugu belirlendi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Al,03 NP-KPE’ta DV yontemi ile farkli giin, farkli ¢ozeltide yapilan dlgiimlere ait
voltamogramlar (1,0x10° mol L' ARP, pH 1,8).
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4.4.4 Yontemin kesinligi

Gelistirilen yontemlere ait kesinlik degerleri, pik akimi ve pik potansiyeli degerlerinin
giin ici ve gilinler arasi tekrarlanabilirligi ve analitik uygulamalarda elde edilen geri kazanim
degerlerinin bagil standart sapmalar1 (BSS) ile test edilmistir. Yontemin analitik uygulamalari
sonucu elde edilen geri kazanim degerlerinin kesinligine bakildiginda BSS degerleri tablet

ornekleri icin %2,47 ve %6,12 iken, serum numuneleri i¢in %9,78 ve %5,24°dir.

4.4.5 Yontemin duyarhhg:

Yontemlerin  ARP molekiillerine karst olan duyarliliklar1 kalibrasyon egimleri
kullanilarak karsilastirildi (Cizelge 4.7). Buna gére KDAAdSV yontemi ile elde edilen
dogrusal ¢alisma araliklarmin duyarliliklar1 sirasiyla 7,6047 ve 0,2847 olarak belirlendi. Bu
sonuca gore ARP tayini icin gelistirilen KDAAdSV yénteminin 3,0x10®mol L? ile 2,0x107
mol L araliginda elde edilen kalibrasyon egrisinin duyarliliginin 5,0x10"mol Lt ile 8,0 x10-
®mol L? araliginda elde edilen kalibrasyon egrisinin duyarlihgindan yaklasik 25 kat daha
fazla oldugu goriildii. Bu sonuca gore, ARP’nin i¢cin KDAAdSV yo6ntemi ile tayininde diisiik
derisimlerde duyarliligin daha yiiksek oldugu sOylenebilir.

4.4.6 Yontemin segiciligi

Serum Orneklerinde yapilan ¢alismalarda ¢alisma hicresine ARP ilavesi
yapilmadandnce ayni potansiyel araliginda voltametrik Olglimler yapildi ve ARP
molekiillerine ait yiikseltgenme pikinin akim ve potansiyel degerini etkileyecek herhangi bir
voltametrik sinyale rastlanmadi. Bunun yaninda pik potansiyelinde KDAAdSV yodntemi ¢in
birkag mV araliginda bir kayma gozlendi. Buna gore ¢alismalarin dayandirildig
yukseltgenme potansiyeli, serum ortaminda bile ARP molekiillerine o6zgii bir degerdir

denilebilir.

4.4.77 Gozlenebilme siniri

Gelistirilen yontem igin gozlenebilme sinir1 3s/m bagintis1 kullanilarak hesaplandi. Bu

esitlikte s baslangic ordinatinin standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon esitliginin egimidir.
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Bu esitlige gore KDAAASYV ile belirlenen her iki derigim araligi i¢in gozlenebilme sinirlari

sirasiyla 5,70x107° ve 2,82x107olarak hesaplandi.
4.4.8 Alt tayin sinir1

Benzer sekilde gelistirilen yontem igin alt tayin smirt 10s/m bagmtis1 kullanilarak
hesaplandi. Bu esitlige gore KDAAdASV igin alt tayin siirlari sirasiyla 1,90x108mol L* ve
9,41x10'mol L olarak hesaplandi.
4.4.9 Saglamhk

Gelistirilen yontemlerin performans parametrelerinin, ortam sartlarindaki ve deneysel
kosullardaki (oda sicakligi, tampon derisimi, pH, biriktirme siiresi, biriktirme potansiyeli v.b.)
kiigiik degisikliklerden analiz performansini ciddi sekilde degistirecek kadar etkilenmemekte

oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.7. ARP tayini i¢in gelistirilen yontemin bazi validasyon parametreleri.

Validasyon parametreleri

Dogrusal galisma aralig1, mol L 3,0x108-2,0x107 5x10-7 - 8x10-6
Pik potansiyeli, V 0,14 0,14
Kalibrasyon grafiginin egimi AL mol? 7,61 0,27

Baslangig ordinati, A 1,0x1077 2x10
Regresyon standart sapmasi, sr 1,49x108 1,24x1077
Egimin standart sapmasi, sm 1,13x10t 1,94x1072
Baslangig ordinatinin standart sapmas1 ~ 1,26x108 6,22x108
Gozlenebilme smiri, LOD 5,70x107° 2,82x10”7

Alt tayin smir;, LOQ 1,90x107® 9,41x107
Regresyon katsayisi, R? 0,999 0,984
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4.5 Farkh Yontem Sonuclarinin ve Parametrelerinin istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi

ARP tayini igin geligtirilen yontemin dogruluk %95 giiven seviyesinde t testi
uygulanarak karsilastirildi. Bu amagla, tablet ve serum o&rneklerine ilave edilen bilinen
derisimlerle deneysel olarak elde edilen derisimler t testi ile karsilastirildi. T testini
uygulamak i¢in Esitlik 4.3°den yararlanildi. Yapilan hesaplamalarin sonuglart degerlendirildi
ve %95 giiven seviyesinde iki yontem arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii. Hesaplanan

degerler Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verildi.

X1 X>
Cieneysel = (43)
Y NIY

Cizelge 4.8. ARP tayini i¢in kullanilan elektrokimyasal yontemlerin karsilastirilmast.

Yontem Calisma elektrodu pH Dogrusal ¢calisma Gozlenebilme Geri kazanim % Kaynak
arahgmol L simirimol L
KDAAdSV CKE 4,0 1,14x105-1,57x10* 1,12x107 95,0 - 104,6 Asangil ve ark.
2,23x107-1,36x10°® 2012
DTV, AdSV CKE 4,7 4,50x107-1,12x10° 2,23%x107 95,0- 103,0 Merli ve ark.
2013
DV, KDV GRP/TIOo/PANI/CKE 25  1,12x10%-892x10°  524x10° 99,0 - 101,6 Shrivastava ve
ark. 2015
DV, KDAAdSV  Al,O3; NP KPE 18 3,00x108-2,00x107  5,69x10° 96,3 -107,0 Bu ¢aligmada

5,00x107-8,00x10°  2,82x107

KDAAdSV: Kare dalga anodik adsorptif siyirma voltametri; DTV: Dogrusal taramali voltametri; AdSV:
Adsoroptif siyirma voltametri; DV: Doniigiimlii voltametri; KDV: Kare dalga voltametri, CKE: Camsi1 karbon
elektrot; GRP/TiO2/PANI/CKE: Grafen/titanyum dioksit/polianilin camsi karbon elektrot; Al,O3 NP KPE:

Aliminyum oksit nanopartiktlli karbon pasta elektrot.
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5. SONUG

Bu c¢alismada, ARP’nin elektrokimyasal davranist Al,O3 NP-KPE yuzeyinde ilk kez
incelenmistir. Ayrica ARP igin voltametrik tayin yontemi gelistirilmis ve analitik

uygulamalar1 yapilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

J ARP’nin, Al203 NP-KPE yiizeyinde diger nanopartiliillerle modifiye edilmis KPE

yuzeylerine gore daha yiiksek akimlar verdigi goriildii.

o ARP’nin tablet ve serum Orneklerinde tayini icin KDAAdSV yontemi gelistirildi.
Gelistirilen yontemin biriktirme potansiyeli 0,00 V, biriktirme stresi ise 150 s olarak

belirlendi.

J Gelistirilen yontemin dogrulugunu belirlemek igin, serum ve tablet drneklerinde geri
kazanim caligsmalar1 yapildi. Serum o6rneklerinden elde edilen geri kazanim sonuglarindan
serum orneklerinde bulunabilecek diger tiirlerin herhangi bir etkisinin olmadigi sonucuna

varildi.

o Gun ici ve giinler arasi tekrarlanabilirligin BSS degerlerinin %5,0 degerinin altinda

oldugu bulundu. Gelistirilen yontemin kesinliginin oldukga iyi oldugu sonucuna varildi.

J Gelistirilen yontemin, dogrusal calisma araligi, gozlenebilme siniri, geri kazanim
degerleri gibi degerleri literatiirlerde bulunan sonuglarla karsilastirildiginda genellikle daha

ustiin oldugu gozlemlendi.

° Gelistirilen yontemin, ekonomik, hizli, duyarli olmasi, az miktarda numune ile
calisilmasi ve ayirma gibi zaman alict islemlere gerek duyulmadan analiz yapilabilmesi gibi
tstlinliiklerinden dolayr literatiirde verilen yoOntemlere alternatif olabilecegi sonucuna

varildi.
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