T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

OPIiYAT GRUBU BAZI BIiLESIKLERIN MODIiFIiYE KARBON-TEMELLI
ELEKTROTLAR UZERINDE VOLTAMETRIK TAYINI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN:Serkan KORKMAZ
DANISMAN:Prof. Dr. ZiihreSENTURK

VAN-2018



T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

OPIiYAT GRUBU BAZI BIiLESIKLERIN MODIiFIiYE KARBON-TEMELLI

ELEKTROTLAR UZERINDE VOLTAMETRIK TAYINi

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Serkan KORKMAZ

VAN-2018



KABUL VE ONAY SAYFASI

Fen Bilimleri Enstitiisti Kimya Anabilim Dali'nda Prof. Dr. Ziithre SENTURK
damigmanliginda, Serkan KORKMAZ tarafindan sunulan OPIYAT GRUBU BAZI
BILESIKLERIN MODIFIYE KARBON-TEMELLI ELEKTROTLAR UZERINDE
VOLTAMETRIK TAYINI isimli bu calisma Lisansiisti Egitim ve Ogretim
Yonetmeligi’nin ilgili hiikiimleri geregince ...../[..../...... tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan oy birligi / ss=geldegu-ile basarili bulunmus ve yiiksek lisans tezi olarak
kabul edilmistir.

Baskanw\b(g’s&\ﬁmﬁf\x Imza;

Uye ?I‘D? Dy P‘E(\M\,\CA W . b MM
LTuENT
UYe:...‘P.’.‘.Orp..af.-.....}.@ﬁ.d&... Imza: g
G‘"l (8 an J(t ll(\

) R I S W Imza:

R I e Imza:

say1l1 karari ile onaylanmustir.




TEZ BiLDiRiMi

Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar ¢ergevesinde
elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagma eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

(imza)

Serkan KORKMAZ



OZET

OPIYAT GRUBU BAZI BILESIKLERIN MODIFiYE KARBON-TEMELLI
ELEKTROTLAR UZERINDE VOLTAMETRIK TAYINi

KORKMAZ, Serkan
Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal
Tez Danigmani: Prof. Dr. Zithre SENTURK
Ekim 2018, 75sayfa
Kodein (3-metilmorfin), hashas bitkisinde dogal olarak bulunan opiyat
grubundan analjezik ve antitussif etkili bir bilesiktir. Bu ¢alismada, poli(guanin) ile
modifiye edilmis karbon pasta elektrotun hazirlanmasi ve kodein bilesiginin
elektrokimyasal ylikseltgenmesi ve voltametrik tayini i¢in yeni bir uygulamasi
tanimlanmistir. Voltametrik 6lgtimlerin duyarliligi, islem gérmemis elektrota kiyasla
modifiye elektrot kullanildiginda 6nemli o6l¢iide artmistir. Bunun yanisira,anyonik
stirfaktan (sodyum dodesilsiilfat, SDS) varliginda kodein saptama duyarliliginda da ek
bir artis olmustur.Kare-dalga voltametri teknigi kulllanilarak 5x10™ Msodyum
SDSigeren fosfat tamponu (pH 4.0) icerisinde +1.13 V (vs. Ag/AgCl) gerilim degerinde
2x1077 - 3x10°° M derisim araligindal.3x10® M (0.4 ng mL™) saptama simrina sahip
hayli dogrusal bir analitik egri elde edilmistir. Onerilen yontem, ticari ilag sekline

uygulanmigtir.

Anahtar  kelimeler:Elektrokimyasal  vyiikseltgenme,  ilag,Kare-dalga
voltametrisi,Kodein,Poli(guanin)modifiye karbon pasta elektrot.






ABSTRACT

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF SOME OPIATES AT MODIFIED
CARBON-BASED ELECTRODES

KORKMAZ, Serkan
M.Sc.Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Zithre SENTURK
October 2018, 75 pages

Codeine (3-methylmorphine) is an analgesic and antitussiveagent which belongs
to the family of opiates naturally found in the poppy plant.In this study, the preparation
of a carbon paste electrode modified with poly(guanine) as well as its novel application
for the electrochemical oxidation and voltammetric determination of codeine are
described. The sensitivity of the voltammetric measurements was significantly increased
at modified electrode in comparison to the bare one. Besides, a further increase in the
detecting sensitivity of codeine could be obtained in the presence of anionic surfactant
(sodium dodecylsulfate, SDS). Using square-wave voltammetry, the compound yielded
a well-defined voltammetric response in phosphate buffer (pH 4.0) containing 5x10™M
SDS at +1.13 V (vs. Ag/AgCl). The process could be used to determine codeine in the
concentration range from 2x1077 to 3x10°M, with a detection limit of 1.3x10°% M 0.4

ng mL™). The suggested method was applied to pharmaceuticals.

Keywords:Codein, Electrooxidation, Pharmaceuticals, Poly(guanine) modified

carbon paste electrode, Square-wave voltammetry.
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1. GIRIS

Analitik Kimya, fen ve yasam bilimleri alanlarinda sonucu etkileyen kimyasal
maddelerin tanimlanmas: ve miktarlarinin belirlenmesi amaciyla klasik ya da ileri
teknoloji yontemlerini kullanma, gelistirme ve 6l¢gme bilimidir. Yasam bilimlerinde
karsilasilan pekc¢oksorunun ¢6ziimiinde kimyasal degiskenin ne oldugu ve
miktarminsaptanmasien dnemli agama olarak goze garpar. Adli tip ile ilgili bir olayin
aciga kavusturulmasindan,Mars’ta yasamin varhigina iliskin u¢ arastirmalara,
hastaliklarin tani ve tedavisinden, tiretimde kalite-kontrol siireglerine, ¢evre kirliliginin
belirlenmesive Onlenmesine kadar uzanan genis bir yasam yelpazesindeki oncelikli
alanlardaAnalitik Kimya sorun ¢dziicii olarak hep merkezde yer almaktadir.

Insanoglu, varolusundan itibaren agri ile bas etmek icin ugras vermis, cesitli
yontemler ve maddeler saptamaya ¢alismistir.Haghas ve afyon tarihinin insanlik tarihi
kadar eski oldugu bilinmektedir. Antibiyotikler, hormonlar, antipsikotik ilaglarin heniiz
pratik kullanimda yer almadigi 19. yiizyilda basta morfin olmak iizere diger benzeri
bilesikler, uzun yillardir analjezik olarak kullanilmaktaydi. Morfin benzeri bu grup
ilaclara; biling kaybina neden olmaksizin gii¢lii analjezik etki olusturmalarindan dolay1
"opioid analjeziklerya da diger deyisle”opioidler”denilmektedir.Opioidler, baglica 5
grup altinda incelenirler: (i) Dogal Opioidler, (ii) Morfin Esterleri, (iii) Yari-sentetik
Opioidler, (iv) Sentetik Opioidler, (v) Endojen Opioid Peptidler. Dogal opioidler ile
morfin esterleri 6zel olarak "opiyatlar”olarak da isimlendirilir.

Opioidler tibbi acidan; genel bir kural olarak, inflamatuvar niteligi bulunmayan
ve antiinflamatuvar analjeziklere yeterli yanit vermeyen orta ya da siddetli agn
tedavisinde kullanilirlar. Ancak opioid ilaglar gii¢lii analjezik etki ile birlikte santral
sinir sistemi tizerinde oldukga yaygin depresif etki yaparlar ve dogal olarak uzun siire
kullanimlarinda ilaca kars1 tolerans, fiziksel ve psisik bagimlilik olusturabilirler.

Giderek artan kullanimlart nedeniyle bu bilesiklerin 6zellikle biyolojik
orneklerde analizi, klinik ve adli toksikoloji agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu tiir
analizlere yonelik kullanilan analitik yontemlerin; giivenilir ve duyarli olmasinin
yaninda genis bir analitik derisim araliginda uygulanabilir olmasi, hizli olmasi, basit
olmast (¢ok deneyimli personele gereksinim duymamasi), donanim acgisindan

maliyetinin diisiik olmas1 yanisira yerinde analize olanak tanimasi da cokdnemlidir.



Elektrokimyasal yontemlerle 6zellikle voltametrik tekniklerle gerceklestirilen
farmasoétik, klinik ve adli tip analizleri, eser analizlerin yapilabilir olmasina ek olarak
orneklerin kolaylikla ve kisa slirede hazirlanabilmesi ve analizin hizli olmasi gibi
ustiinliikleriyle kaynakcadaki yerini saglamlastirmistir. Elektroanalitik caligmalarda
yeni bir elektrot tasarlamak (modifiye elektrot) son yillarin en 6nemli konusunu
olusturmaktadir.

Opiyatlarin tek basimna, tlirevleriyle ya da farkli molekiillerle eszamanl
tayinlerine yonelik O6zellikle son yillarda basilmis makaleler incelendiginde karbon-
temelli elektrotlarin  kullanildigi  voltametrik analizlerin ¢ok popiiler oldugu
goriilmektedir. Ancak gercek Orneklerdeki uygulamalarinda geleneksel sensorlerle
siirh secicilik elde edilebildigi icin yiiksek secicilige ve duyarlilia sahip modifiye
sensorlerinin tasarimi icin yeni stratejilerin gelistirilmesi ¢ok onemlidir. Bilimsel etki
degeri yiliksek dergilerde basilan opiyat analizlerine iliskin makalelerde sunulan
arastirmalarin  0zgiinliigiinii  belirleyen farkliligin  genellikle kullanilan ¢alisma
elektrotlarinin ~ ve elektrot modifikasyonlarinin  farkliligit  acisindan  oldugu
gbzlenmektedir.

Yukarida kisaca sunulan bilgilerden yola ¢ikilarak; onerilen bu tez
calismasinda, opiyat grubunda yer alan”kodein” bilesiginindlglimii igin fabrikasyonu ilk
kez tasarlanacak olan kimyasal-modifiye elektrotlarin elektrokatalitik etkinliginin
arastirilmasi amacglanmustir.

Tez calismasi ii¢ ana bashk altinda toplanacaktir: (i) ilk boliimde yeni bir
modifikasyon teknigi kullanilarak gelistirilen kimyasal modifiye karbon pasta
elektrotlar1 lizerinde sulu ve yiizey aktif madde iceren ¢esitli destek elektroliti ¢ozeltileri
icerisinde ve genis bir pH araliginda kodein molekiiliiniin elektrokimyasal davranisi
ayrintil olarak incelenecektir. (ii) Ikinci béliimde ilgili bilesigin tayinine yonelik etkili
bir voltametri yontemi tanimlanacak ve deneysel/aletsel kosullar optimize edilecektir.
(iii) Son bolimde ise diger boliimlerde elde edilen olumlu bulgularin 1s18inda bilesigin

gercek drneklerdeki miktarinin onerilen yontem ile tayin edilebilirligi sinanacaktir.



2. KAYNAK BILDIRISLER

2.1. Opioid Analjeziklerile ilgili Genel Bilgiler

Bu tez c¢alismasindagelistirilmesi amaglananelektroanalitik ydntem,opioid
analjezikler grubu i¢inde yer alan kodein iizerinde denenecektir. Bu boliimde ilk olarak
ilgili analjezik grubunun ve kodein bilesiginin kimyasi ile biyolojik etkileri tartisilacak;
daha sonra ise kodein tayininde kullanilan analitik yoOntemler hakkinda bilgi
verilecektir.

Ik kez 1960'larda kullanilan opioid ismi, opyum (afyon)’dan tiiremistir. Sozciik
anlami; "afyonumsu” demektir. Afyon, hashas (Papaver somniferum) bitkisinin yas
meyve kapsiiliiniin (kellesinin) (Sekil 2.1) cizilmesi ile ¢ikan 6z suyunun kurutulmus
seklidir. Ham afyonun bilesiminde; regineler, yag asitleri, sekerler ve yaklasik yirmi

dolayinda alkaloit bulunmaktadir

Sekil 2.1. Hashas bitkisi, ¢izilmis hashas kapsiilii ve afyon parcalari.



Afyon alkaloitleri kimyasal yapilarina gore ikiye ayrilirlar:(i) fenantren tiirevleri
(morfin, kodein, tebain), (ii) benzilizokinolin tiirevleri (papaverin, noskapin). Ilgili

bilesiklerin kimyasal yapilar1 Cizelge 2.1'de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Afyon alkoloitlerinin kimyasal yapilari

Morfin
H,CO O Z
|
~ _N N
HaCO CHs
® @
OCH3 HeC O
OCH3 O-—-—CH3
Papaverin Noskapin

Hashas ve afyon tarihinin insanlik tarihi kadar eski oldugu bilinmektedir. M.O.
4000'li yillarda Mezopotamya'da yasayan Siimerlerin, M.O. 2000'li yillarda Misir'da,
Orta Asya'da eski Cin ve Hint uygarliklarinda hashas ekimi, afyon tiretimi ve afyondan
yapilan ilaglarla ilgili ayrintili yazilar ve kalintilara rastlanmaktadir. Asurlularin
baskenti olan Ninova sehri kiitiiphanesinde bulunmus olan ¢ivi yazili tabletlerde ise
hashastan mutluluk bitkisi olarak bahsedilmektedir. Hititler doneminden (M.0.2000-
1500 yillar1) beri ise Anadolu’da hashas yetistirilmektedir. Bogazkoy'de (Hattusas)
bulunmus olan Hitit tabletleri, Anadolu'da hashas ekimi ve afyon ile ilgili bilgiler
vermektedir. Bu tabletlerdeki bitki isimleri lizerinde yapilan bir arastirma, Hititlerin
hashas1 "hassika” olarak isimlendirdigini ortaya koymustur. M.O. 2000 yillarinda

magara duvarlarinda ve basilan paralarda bugday basag: ile hashag kapsiiliiniin yan yana
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resimleri goriiliir (Sekil 2.2). Bu da insanlarin haghas bitkisine verdikleri 6nemi ve bu

bitkiyi her yonii ile ¢ok iyi tanidiklarini gostermektedir (Mat, 1994).

Sekil 2.2. Hashas bitkisinin M.O. 2000 yillarinda magara duvarlarinda ve basilan
paralar lizerindeki goriintiileri.

Antibiyotikler, hormonlar, antipsikotik ilaglarin heniiz pratik kullanimda yer
almadig1 19. yiizyilda basta morfin olmak tlizere diger benzeri bilesikler, uzun yillardir
analjezik olarak kullanilmaktaydi.Ozellikle morfin, 1861-1865 yillar1 arasindaki
Amerikan I¢ Savasinda ve 1870-1871 Fransiz-Almanya savasinda yarali askerlerin
agrilarin1 dindirmek amaciylasiklikla kullanilmigtir. Askerlerin tedavi sonrasi yoksunluk
krizine girmeleri iizerine bu durum "Asker Hastaligi” olarak isimlendirilmistir.
1870’lerden sonra bu bilesigin bagimlilik yapict etkisiolup olmadig1 arastirma konusu
olmustur (Toklu, 2011).

Morfin benzeri bilesiklere, agriy1 dnlerken merkezi sinir sistemi {izerinde depresif
etki yapmalar1 nedeniyle "narkotik analjezikler" denilmistir. Yunanca’da
"algesia”,agr1 anlamina gelmektedir. Bu sozciikten tiretilen
analjezik,"agrisiziik"anlamimitasir. Yunanca uyku anlamindaki "narke"den tiiretilen
narkotik sozctgi ise, "wuyusturma ozelligi olan, uyusturan, duymaz hale getiren"
demektir. Oysa morfin benzeri bilesiklere; biling kaybina neden olmaksizin giiglii
analjezik etki olusturmalarindan dolay1 "opioid analjezikler” denmesi daha dogrudur
(Kayaalp, 2002, Holzer, 2014).



Opioid analjezikler ya da diger deyisle opioidler, baslica 5 grup altinda
incelenirler:

(i)Dogal Opioidler: Afyon i¢inde yer alan ve dogal yolla elde edilen alkoloitlerden

Ozellikle morfin, kodein, tebain bu grup iginde yer almalarina karsin papaverin ve
noskapin alkaloitleri; farkli etki mekanizmalar1 oldugundan bu grup i¢inde yer almazlar.

(i)Morfin Esterleri: Dogal opioidler ile yari-sentetikler arasinda yer alirlar ancak

kimyasal olarak dogal olanlara daha yakindirlar. Genellikle morfinden tiiremislerdir:
Diasetil morfin (eroin), nikomorfin (morfin dinikotinat), dipropanoilmorfin (morfin
dipropianat), dezomorfin, asetilpropionilmorfin, dibenzoilmorfin, diasetildihidromorfin.

Dogal opioidler ile morfin esterleri 6zel olarak "opiyatlar” olarak da isimlendirilir.

(iii)Yari-sentetik Opioidler: Dogal opioidlerden ya da morfin esterlerinden elde edilirler.

Oksikodon, hidromorfon, hidrokodon, etilmorfin, buprenorfin, vb.

(iv)Sentetik Opioidler: Fentanil, petidin, metadon, tramadol, vb.

(vV)Endojen Opioid Peptidler: Dogal olarak viicutta olusurlar. Endorfin, enkefalin,
dinorfin vb. Morfin gibi baz1 opioidler, diisiik dozlarda da olsa viicutta da
olusabildiklerinden bu grup altinda da incelenebilirler.

Opioidler tibbi acidan; genel bir kural olarak, inflamatuvar niteligi bulunmayan
ve antiinflamatuvar (iltihap giderici) analjeziklere yeterli yanit vermeyen orta ya da
siddetli agr1 tedavisinde kullanilirlar. Siklikla ameliyat sonrasi akut agrinin tedavisinde
ve kanser agrilar1 gibi non-steroid antiinflamatuvar ilaglarla dindirilemeyen durumlarda
tercih edilirler. Bunun disinda giiniimiizde diyare, oksiiriik, uykusuzluk ve anksiyetenin
kontrol altina alinmasinda da opioidlerden yararlanilmaktadir. Ancak opioid ilaglar
giclii analjezik etki ile birlikte santral sinir sistemi (SSS) iizerinde oldukg¢a yaygin
depresif etki yaparlar ve dogal olarak uzun siire kullanimlarinda ilaca karsi tolerans,
fiziksel ve psisik bagimlhilik olusturabilirler (Jordan ve Devi, 1998; Plerce ve
Kumaresan, 2006; Trescot ve ark., 2008; Hakkinen ve ark., 2012; Li ve Lin, 1998,

Orken ve Tavsanli, 2014).



2.1.1. Kodein
Bu arastirma i¢in secilen ve dogal opioidler (opiyatlar) i¢cinde yer alan kodein
molekiiliiniin kimyasal yapisi,isimlendirilmesi,fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge

2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2. Kodein bilesiginin molekiiler yapisi, kimyasal isimleri ve genel 6zellikleri

Molekiiler yapisi Genel ozellikleri

IUPAC ismi:

(5a,60)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-  3-methoxy-
17-methylmorphinan-6-ol

Kimyasal formiilii: CisH21NO; (baz),
CigH2,CINO; (HCI tuzu), CigH4sNO;P (fosfat
tuzu)

Molar Kkiitle: 299.364 g/mol (baz), 335.825
(HCI tuzu), 397.359 (fosfat tuzu)

Goriiniis: Beyaz renkli kristal
Erime noktasi: 154 °C

Coziiniirliik:1:120 oraninda suda, 1:15 oraninda
kaynar suda, 1:2 oraninda alkolde, 1:0,5
oraninda kloroformda, 1:50 oraninda eterde
¢Ozunr.

pK,:8.2

Saklama kosullari:Isik gérmeyen yerde
saklanmalidir.

[k kez 1832 tarihinde Fransiz kimyager Pierre-Jean Robiquet tarafindan izole
edilen ve dogal afyon igerisinde % 0.5 oraninda bulunan kodein kimyasal olarak
fenantren alkaloiti olup morfinin fenolik hidroksil grubundan metillenmis seklidir (3-
metilmorfin). Bir benzen halkasi (A), iki kismen doymamis siklohegzan halkasi (B ve
C), piperidin halkas1 (D) ve tetrahidofuran (E) halkasindan olusmustur. A, B, C,
fenantren halka sistemidir. Yapisinda alisilik hidroksil grubu igermektedir.

Kodeinin eldesi, afyondan ya da hashas kapsiiliinden ekstraksiyonla
gerceklesecegi gibi gibi morfinin metillenmesi ile yari-sentez yoluyla da saglanir.

Kodein siilfat ve kodein fosfat tuzu seklinde bulunmaktadir. Morfinin metillenmis

sekli olmas1 nedeniyle analjezik ve bagimlilik yapici etkinligi 6nemli 6l¢iide azalmistir



ancak antitussif (Okstiriik kesici) etkinliginde onemli bir degigsme goriilmez. Diyare
tedavisinde de kullanimi bulunmaktadir. Agiz yoluyla diger analjeziklerle beraber
kullanildiginda onlarin etkisini kuvvetle artirdigindan bilhassa aspirin ve parasetamol ile
beraber kullanimi ¢ok yaygindir (Sproule ve ark., 1999; Thorn ve ark., 2009; Bhandari
ve ark., 2011).

Kodein (baz seklinde) antitussif olarak agizdan bir kezde 10-20 mg dozunda
analjezik olarak ise 30-60 mg dozunda kullanilir.Surup, eliksir vb. sivi farmasotik
sekiller kodein fosfatla hazirlanir. Kodein fosfat tuzu halinde kullanildiginda antitussif
doz, 15-30 mg'dir.Kodein fosfatin analjezik olarak kullanilan enjeksiyonluk ¢ozeltisi
debulunmaktadir.

Agiz yolundan alindiginda kodeinin sistemik biyoyararlanimi yaklasik % 65'tir.
Karacigerde O- ve N- demetilasyona ugrar, boylece, kismen morfin ve norkodeine
dontisiir. Analjezik etkisi, esas olarak karacigerde demetilasyonu sonucu olusan morfine
baglidir.Bu metabolitler ve degismemis kodein, glukuronik asid konjugati seklinde
idrarla atilir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 3-4 saattir.

Kodeinin ender goriilen yan etkileri arasinda konstipasyon (kabizlik), sedasyon ve
uyusukluk hali sayilabilir. Bu bilesik, diger opiyatlar gibi, solunum yollari
mukozasindaki bezlerin salgisini azaltarak mukozada kuruluk yapar. Asirt mukus
salgilanmast durumunda bu kurutucu etkinin yarart olabilir ancak bronkospazm
durumunda tehlike olusturabilir. Balgamin atilmasini zorlastirarak infeksiyon ve
atelektazi (akcigerin islevini yitirmesi) tehlikesi yaratabileceginden brongiyal astma ve
amfizem olgularinda kullanilmamalidir.

Kodein kullanimi kontrole tabi olmakla birlikte Tiirkiye'deki mevzuata gore

kodein i¢eren bazi miistahzarlar "uyusturucu” sayilmaz.

2.1.1.1. Kodein i¢in uygulanan analiz yontemleri

Gerek opioidlerin gerekse alt grubu opiyatlarin tedavideki kullanimlar1 yanisira
suiistimal olasilig1 da yiiksek oldugundan; bu bilesiklerin farkli biyolojik ortamdan
(kan, idrar, sag, ter, agiz sivisi/tiikiiriik, perikart sivisi, anne siitli, plasenta, tirnak,

kemik) klinik ve adli analizleri ayr1 bir 6nem tasimaktadir (Hueastis ve Smith, 2006;



Bosch ve ark. 2007; Kraemer ve Paul, 2007; Barroso ve ark., 2011a; Cruces-Blanco ve
ark., 2013, Lad ve ark., 2016).

Opiyatlarin ve tiirevlerinin analizinde en yaygin olarak kullanilan yontemlerin
basinda kiitle spektrometrik dedektorlii gaz kromatografisi (GC-MS) gelmektedir. Bir
diger yontem ise farkli dedektorlii sivi kromatografisi (LC) teknigidir (Staub, 1995;
Bosch ve ark., 2007; Barraso ve ark., 2011b). Kromatografik yontemlerin disinda
fizikokimyasal yontemlereden biri olan kapiler elektroforez (CE) teknigi de opiyat
grubu bilesiklerin analizinde siklikla kullanilmaktadir (Tagliaro ve Bortolotti, 2006;
Pascali ve aek., 2012). Cizelge 2.3 ve 2.4'de iizerinde calisilmasi planlanan kodein
bilesiginin GC, LC ve CE analizlerine iligskin baz1 6rnekler verilmistir.

Bunlarin disinda, ilgili bilesiklerin tayinlerinde kullanimi giderek artan ve 6nem

kazanan elektroanalitik yontemler sonraki boliimde ayrintili olarak tartigilacaktir.
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Cizelge 2.3.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarm kromatografik yontemlerle analizi

Analit Teknik Dedektor LOD Matris Kaynak
Kodein LC Kemiluminesans 1.0x10°gL™ Biyolojik s1vi Zhu ve ark., 1996
Morfin 1. 0x10"g L
Eroin 1.0x10"g L™
6-monoasetilmorfin 1.0x10Mg L™?
Kodein LC uv 0.100 pg mL™* Ilag 6rnegi Kartal, 2001
Diger
Kodein GC MS 0.10 ng mL™ Sag Grnegi Skender ve ark., 2002
Eroin 0.20 ng mL™
Morfin 0.10 ng mL™*
Diger
Kodein LC Kemiluminesans 5x10™° M Islem gormiis bitki 6rnegi  Costin ve ark., 2007
Morfin 1x10™° M
Oripavin 5x10°M
Tebain 5x10™° M
1x10° M
Kodein UPLC MS/MS - Tiikiiriik 6rnegi Badawi ve ark., 2009
Morfin
Diger
Kodein GC MS - Kemik 6rnegi Mc Grath ve Jenkins, 2009
Morfin
Kodein LC MS/MS - Av kopegi plazma 6rnegi  Hu ve ark., 2011

Diger
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Cizelge 2.3.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin kromatografik yontemlerle analizi(Devam)

Analit Teknik Dedektor LOD Matris Kaynak

Kodein GC FID 0.5 pg mL? Adli 6rnekler Chan ve ark., 2012
Eroin 1.3 pgmL™

Morfin 6.1 ug mL™

Asetilkodein 0.8 pgmL*

6-monoasetilmorfin 1.9ug mL™

Diger

Kodein LC MS/MS 0.05ng mL* Insan plazma 6rnegi Wu ve ark., 2013
Morfin 0.05ng mL™

Morphine 3p- 0.05ng mL™*

glucuronide

Morphine 6p- 0.05ng mL™

glucuronide

Kodein GC MS 25ng mL™* Insan idrar 6rnegi Zhang ve ark., 2013
Morfin 25 ngmL™*

Kodein GC MS 0.44 ngmL"(kan)  insan idrar ve kan 6rnegi  Chericoni ve ark., 2014
Morfin 0.29 ng mL™(kan)

6-monoasetilmorfin 0.15 ng mL(kan)

Kodein LC uv 0.21 pg/mL Ilag 6rnegi Vojta ve ark., 2015
Diger

Kodein LC MS/MS 5 ngmL™ Insan plazma 6rnegi Cruz ve ark., 2017
Kodein LC PDA 9pugmL? Otopsi idrar ornegi Alahyari ve ark., 2018
Morfin 25 ng mL™

Metadon 10 pg mL*!

Teknik: LC, s1v1 kromatografisi; GC, gaz kromatografisi; UPLC, ultra performansli sivi kromatografisi. Dedektor: UV, ultra-viyole
spektrofortometrik; MS, kiitle spektrometrik; FID, alev iyonlasma; PDA, foto diyot dizisi



Cizelge 2.4. Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin kapiler elektroforez yontemiyle analizi

12

Analit Dedektor LOD Matris Kaynak

Kodein Kemiluminesans 5x10°M - Barnett ve ark., 1998
Tebain 1x107" M

6-metoksi kodein 5x10° M

Kodein MS 10 ng mL™ Insan idrar 6rnegi Wey ve ark., 2000
Morfin 10 ng mL™

Kodein-6-glukuronid 40 ngmL™

Dihidrokodein 40 ng mL™*

Morfin-3-glukuronid 40 ng mL™*

Kodein LIF 65 pg mL™* - Alnajjar ve ark., 2004
Morfin 50 pg mL™

6-asetilmorfin 100 pg mL™*

Kodein uv 2.5x10°M Bazi proses ornekleri Hindson ve ark., 2007
Morfin

Oripavin

Tebain

Kodein ECL 6.5x107" M idrar 6rnegi Liu ve ark, 2009
Tebain 3.6x10°M

6-asetilkodein 4.6x107'M

Kodein ESI-MS 0.6 ng mL™* In-vitro metabolizma Lu ve ark., 2011
Eroin 1.0 ng mL* calismasi

Diger

Kodein c'D 1.5x10° M flag 6rnegi Cunha ve ark., 2017
Diger

Dedektor: UV, ultra-violet
elektrokemiluminesans; ESI, elektrosprey ionizasyon; C*D, kapasitif eslesmis temassiz iletkenlik

spektrofotometrik; MS, kiitle

spektrometrik; LIF,

lazerle

indiiklenmis floresans;

ECL,
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2.1.1.1.1. Kodein icin uygulanan elektroanalitik yontemler

Genelde opiyatlarin  6zelde kodein bilesiginin tayininde kullanilan yukarida
sozliedilen yontemlerin bir bolimii, yiiksek duyarliik ve secicilige sahip olmalarina
karginuzun ve zahmetli 6n-ayirma islemlerine, organik coziiciillere ya da yiiksek maliyetli
cihazlara (6zellikle dedeksiyon biriminde) gereksinim duymaktadir. Ote yandan; ilgili
bilesikler tizerinde redoks etkin gruplarinin bulunmasi yanisira basit, hizli, disiik
maliyetli, matris etkisine diisiik duyarlilikta ve yerinde analize uygun olmasi nedeniyle;
elektroanalitik yontemlerden voltametri opiyatlarin analizinde hergegen giin daha sik
tercih edilmeye baslamistir (Garrido ve ark., 2004;Slepchenko ve ark., 2017)

Kodein bilesigi ve diger opiyatlarin voltametrik tayininde islem gérmemis
elektrotlarin kullanimi oldukg¢a sinirlidir. Arastirmalarin pekg¢ogunda modifiye karbon-
temelli elektrotlar kullanilmistir. Kodein bilesiginin tekli ya da diger bilesiklerle ya da
metabolitleriyle es-zamanl tayinlerinde kullanilan bazi elektrotlarin analitik performans
ozellikleri Cizelge 2.5'de 6zetlenmistir.

Diger taraftanelektrokimyasal sensorler, akisa-enjeksiyon analizi (FIA), batch-
enjeksiyon analizi (BIA), kapiler elektroforez (CE) ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirilen kodein tayini arastirmalarinda dedeksiyon
sisteminde de yer almaktadir (Cizelge 2.6). Yukarida sozii edilen klasik analitik
yontemlerin diginda elektrokimyasal biyosensorler bu bilesigin yalniz basina da ya da

coklu tayininde siklikla kullanilmaktadir (Cizelge 2.7).
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Cizelge 2.5.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin kat1 elektrotlar tizerinde voltametrik analizi

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak
Kodein SWv Nafion/rutenyum oksit 10 nM Ilag ve insan plazma Zen ve ark., 1998
Piroklor/GCE ornegi
Kodein SWV Nontronit kil/SPE 20 nM llag ve idrar &rnegi Shih ve ark., 2002
Kodein SWV GCE 5%x10°M Ilag 6rnegi Garrido ve ark., 2002
Kodein CcVv Parafin emdirilmis grafit cubuk - - Komorsky-Lovric ve ark., 2003
Diger SWV
Kodein Amperometri PB/Pd-Al/ 8x107 M - Pournaghi-Azar ve Saadatirad, 2008
Morfin
Kodein DPV Pd/Al 5x10°M Ilag &rnegi Pournaghi-Azar ve Saadatirad, 2010
Diger
Kodein SWV EA-GCE 7.7x10° M flag 6rnegi Campean ve ark., 2011
Papaverin 2.7x10% M
Diger
Kodein DPV MWCNTs/GCE 2x107 M Ilag, serum ve idrar Babei ve ark., 2012
Diger ornegi
Kodein SWV GR/Nafion/GCE 0.015 uM Iag ve idrar érnegi Li ve ark., 2013
Kodein DPV BDD 0.08 uM Ilag ve idrar &rnegi Svorc ve ark., 2013
Kodein DPV SWCNT/CCE 1.1x107" M Ilag, cay ve idrar 6rnegi  Habibi ve ark., 2014

Diger
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Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak
Kodein DP-AdSV  TiO,NP/CPE 0.018 uM Serum o6rnegi Mashhadizadeh ve Rasouli, 2014
Diger
Kodein SWV CoFe,0,/GR/CPE 1.1x10% M lag, plazma ve idrar Afkhami ve ark., 2014
Diger ornegi
Kodein DP-AdSVY  Pt/PSi-CILE/CPE 2x10° M Serum ve idrar 6rnegi Ensafi ve ark., 2015a
Morfin 3x10% M
Kodein SWV CP-BDD 1.19x10°M Serum ve idrar 6rnegi Santos ve ark., 2015
Diger (tekli analiz)
1.4x10°M
(eszamanli analiz)

Kodein SWV NiONPs-CB/GCE 4.8x10"M Ilag ve sentetik idrar Batista Deroco ve ark., 2015
Diger ornegi
Kodein DPV PSi/Pd-NS/CPE 3107 M Ilag, serum ve idrar Ensafi ve ark., 2015b
Diger ornegi
Kodein DP-AdSV  Nafion/MWCNTs/GCE 45pugL* llag, plazma ve idrar Piech ve ark., 2015

ornegi
Kodein DPV HTP/MWCNT/CPE 6.3x10°M Ilag, serum ve idrar Garazhian ve Shishehbore, 2015
Diger ornegi
Kodein DPV- GCE - Serum Ornegi Gholivand ve ark., 2015
Morfin kemometri
Noskapin
Tebain

Papaverin
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Cizelge 2.5.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin kati elektrotlar iizerinde voltametrik analizi(Devam)

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak
Kodein CcVv NiO/CNT/CPE 5x10° M Ilac, serum ve idrar Shokri ve ark., 2015
DPV ornegi
SWV
Kodein DP-AdSV  MHCF/(MWCNT)/GCE 6x10% M Serum ornegi Mashadizadeh ve ark., 2016
Kodein DPV CFCPE 2x10° M Plazma ve idrar drnegi Afkhami ve ark., 2016
Oksikodon 5x10% M
Kodein DPV MWCNTSs/SnO,-Zn,Sn0O,/CPE 9x10° M Idrar &rnegi Taei ve ark., 2016a
Morfin 9x10° M
Kodein DPV MWCNTSs/ZnCrFeO,/CPE 1108 M Ilag, serum ve idrar Taei ve ark., 2016b
Diger ornegi
Kodein DPV WO/ MWCNT/GCE 2x10° M llag ve idrar &rnegi Yu ve ark., 2016
Kodein DP-AdSV  HA-FeNPs-MWCNTs/GCE 2.2x10% M Serum ve idrar 6rnegi Babei ve ark., 2017
Morfin 1.4x10° M
Kodein SWvV ND-DHP/GCE 5.45x10° M Ilag, sentetik serum ve Simioni ve ark., 2017
idrar 6rnegi
Kodein SWv DLC:VAMWCNT 157107 M Sentetik serum ve idrar  Silva ve ark., 2017
Diger ornegi
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Cizelge 2.5.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin kati elektrotlar iizerinde voltametrik analizi(Devam)

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak

Kodein DP-AdSV  CeO,-SPEs 4.3x10° M Serum ornegi Khairy ve ark., 2018
Diger

Kodein DPV CuO-CuFe,0,/CPE 1x10° M Plazma ve idrar 6rnegi Hasanpour ve ark., 2018
Diger

Teknik: SWV, kare-dalga voltametrisi; CV, donisimlii voltametri; DPV, diferansiyel puls voltametrisi; AdSV, adorptif siyirma
voltametrisi. Elektrot:GCE, camimsi karbon elektrot; SPE, perde baskili elektrot, PB/Pd-Al, Prusya mavisi film modifiye-palladize
olmusaliiminyum elektrot, EA, elektrokimyasal islem gérmiis; MWCNT, ¢ok-duvarli karbon nanotiip; GR, grafen; BDD, bor-katkili elmas
elektrot; SWCNT, tek-duvarli karbon nanotiip; CCE, Karbon-seramik elektrot; TiO,NP-MCPE, TiO, nanopargaciklari; CPE, karbon pasta
elektrot; Pt/PSi—CILE, Gozenekli silikon unu iizerinde Pt nanopargaciklart desteklenmis modifiye iyonik sivi;CP, katodik 6n islem gormiis;
NiONPs-CB,Nikel oksit nanopargaciklari ve karbon siyahi; PSi/Pd-NS, goézenekli silikon/palladyum nanoyapi, HTP, 4-hidroksi-2-
(trifenilfosfonio)fenolat; CNT, karbon nanotiip; MHCF, metal hegzasiyanoferrat; CF, CoFe,Osnanoparcaciklari; HA-FeNPs, hidroksiapatit-
FesOgnanopargaciklar, ND-DHP, didekzadesil fosfat film igerisinde stabilize edilmis nanoelmas; DLC, elmas-benzeri karbon film;
VAMWCNT, dikey olarak hizalanmig ¢ok-duvarli nanotiip;FSGO, fonksiyonellestirilmis siingerimsi grafen



18

Cizelge 2.6.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin tayininde kullanilan elektrokimyasal dedektorlii analiz sistemleri

Analit Yontem Elektrot LOD Matris Kaynak

Kodein FIA Nafion/rutenyum oksit 0.86 ng in 20 pL loop Ilag 6rnegi Zen ve ark., 1998
Piroklor/GCE

Kodein FIA Nontronit kil/SPE 1nginin 20 pL loop flag 6rnegi Shih ve ark., 2002

Kodein FIA GCE 3x10°M flag 6rnegi Garrido ve ark., 2002

Kodein FIA BDD 3.5x10% M Serum ve idrar 6rnegi Santos ve ark., 2017

Diger

Kodein BIA BDD 1x10° M flag 6rnegi Gimenes ve ark., 2013

Diger

Kodein BIA BDD 0.35mg L™ flag 6rnegi Pereira ve ark., 2014

Diger

Kodein CE PGE 1.6x10" M Idrar &rnegi Zhou ve ark., 2002

Morfin 6.8x10°M

Yontem: FIA,akisa-enjeksiyon analizi; BIA, batch-enjeksiyon analizi; CE, kapiler elektroforez. Elektrot: GCE, camimsi karbon
elektrot;BDD, bor-katkili elmas elektrot; PGE, kalem-ucu grafit elektrot
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Cizelge 2.7.Kodein bilesiginin ve diger opiyatlarin tayininde kullanilan elektrokimyasal biyosensor sistemleri

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak

Kodein DPV PDDA-MWCNTSs/PGE 0.041mg L? Ilag, serum ve idrar Ensafi ve ark., 2013

Morfin 0.043mg L™ ornegi

Kodein Kronoamperometri TTF-SPCEs 2x10° M llag ve idrar &rnegi Asturias-Arribas ve ark., 2013
Kodein cVv FcNHS/Au disk 2x10°M - Saberian ve ark., 203

Kodein DPV Au-MSN/GCE 3x10° 2 M - Huang ve ark., 2013

Kodein Kronoamperometri Ag/AgCI SPE 4.9x10°M Ilag ve idrar 6rnegi Asturias-Arribas ve ark., 2014
Kodein DPV AuNP/PAMAM/SPE 3x10 2 M Seum ornegi Niu ve ark., 2016

Teknik: DPV, diferansiyel puls voltametrisi; CV, doniisimlii voltametri.Elektrot: PDDA, poly(diallyldimethylammoniumchloride;
MWCNT, ¢ok-duvarli karbon nanotiip; PGE, kalem-ucu grafit elektrot; TTF, tetrathiafulvalene; SPCE, perde-baskili elektrot; FCNHS, ferrosen
karboksilik asid N-hidroksisiiksinimid esteri; Au-MSN, Au-mesoporous silica nanoparticles, GCE, camimsi karbon elektrot; AuNP, Au nanopargacik;
PAMAM, poliamidoamin dendrimerleri



20

2.2.Kati1 Elektrot Voltametrisiile ilgili Genel Bilgi

Bu tez calismasindakodein tayini iginelektroanalitik yontemlerden biri olan
voltametri teknigi kullanilacaktir.Bu boélimde ilk olarak ilgili kati elektrot
voltametrisinin ve kullanilacak elektrotlarin Ozellikleri tartisilacak; daha sonra ise
kodein tayininde kullanilacakvoltametrik teknikler hakkinda kisa bilgi verilecektir.

Gegen yiizyil, elektroanalitik kimyanin yiikselisi ve olgunlasmasi donemine denk
gelmistir. Son onlu yillarda, mikroelektronik ve bilgisayar teknolojilerinin gelismesine
bagl olarak; ¢ok sayida farkli yontem gelistirilmis, cihaz tasarlanmus, titiz bir teorik ve
matematiksel ¢ergeve olusturulmustur (Bard ve Zoski, 2000).

Elektroanalitik yontemler, elektrik ve kimya arasindaki iliski, yani akim, gerilim
ya da yiikk gibi elektriksel biiyiiklikklerin ol¢imleri ve kimyasal degiskenlerle olan
iliskileri ile ilgilidir. Bu yontemlerin 6zgiin 6zellikleri:(i) yiiksek duyarlilik,(ii) organik
ve inorganik ozellikli analiz Orneklerinindnemli matris etkisi olmaksizin es zamanl
tayinlerinin yapilabilirligi,(iii) disik hacimli ¢o6ziicii kullanarakdiisiik hacimli
orneklerinanaliz olanag, (iv) baska yontemlerle birlesmeye uygunluk,(v) basit ve diisiik
maliyetli cihazlarla c¢alisilabilirlik, (vi) kullanilan cihazlarin tasinabilir 6zellikleri
nedeniyle yerinde analizolanagi (Brainina, 2001; Farghaly ve ark., 2014).

Fiziksel bir biiylikligi elektriksel bir veriye ¢eviren sisteme "sensor’” denir.
Kimyasal sensor (algilayici), kimyasal bir bilgiyi (genelde analitin derisimi) analitiksel
olarak yararlanilacak bir elektrik sinyaline ¢eviren kiiciik diizeneklerdir.Elektrokimyasal
sensorler, ¢evirici unsur olarak genelde bir elektrotun kullanildigi ve elektrot yiizeyinde
ortamdaki elektroetkin (yiikseltgenebilen ya da indirgenebilen) tiirtin degisikliginden
yararlanilarak yapilan 6l¢lim sistemini kapsar. Sensor, herhangi bir dlgme sisteminin
temeli oldugu igin elektroanalitik yontemlerin gelismesinde ¢ok dnemli rol listlenmistir
(Brett ve Brett, 2011).

Giintimiizde kullanilan elektroanalitik yontemler Sekil 2.3'de gosterilmistir (Bard
ve Faulkner, 2000; Wang, 2006). Olgiilen sinyallerdeki gesitlilik (gerilim, akim, direng,

empedans), bu yontemlere uygulamada genis bir pencere agmaktadir.
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Elektroanalitik Yontemler

— - Analiz Ortamuun Tamaminda
Ara yiz Yontenderi Gergeklegen Yontenler
Statik Dinamik Kondiktometrik
Yontemler Yontemler Titrasyonlar

e
Titrasyon

Sabit Elektrot Kontrolli Elektro Sabit Akum

Potansiyel Potansiyel Gravimetri

Kulometrisi

- Kulomettik Elektro

Amperometsik Titrasyonlar Gravimetri
Titrasyonlar

Sekil 2.3.Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi.

Voltametri, elektroanalitik yontemlerin merkezinde yer almaktadir. Bu yontem
1922 yilinda Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografi tekniginin kesfiyle
gelismeye baglamistir. Heyrovsky, bu kesfiyle 1959 yilinda Nobel Kimya odiiliinii
almastir.

Voltametri yOntemi, uygulanan gerilime bagli olarak calisma elektrotunun
yiizeyinde analitin(elektroetkin yani elektrot tepkimesine katilan iyon ya da molekiil)
yiikseltgenme ve/ya da indirgenmesini igerir.Redoks islemi, biyiikligii analit
derisiminin bir Olgiisii olan akim ile sonuglanir. Modern voltametrik sistemlerde,
caligma elektrotuna ek olarak cam, teflon ya da polietilenden iiretilenelektrokimyasal
hiicre igerisinde karsilastirma elektrotu, yardimci elektrot ve oksijenin ¢ozelti

ortamindan uzaklastirilmasi i¢in azot gazi girisi de yer almaktadir (Sekil 2.4 ve 2.5).
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Akim Yikselticisi

—_—
Weri Okuma

T

/] Kargilagtirma Elektrotu Gahgma Elektrodu

] \\‘__ /
Geri besleme Yardimec! Elekiot

Yikselticisi

Eiluygulanan)

Gerilim tarama
Yikselticisi

Sekil 2.4. Voltametride {i¢ elektrotlu potansiyostatik sistem diyagrami.

i Karsilastirma Elektrodu
Cahsma Elektrodu
o=
Yardimer Elektrot

Ly s ; Teflon Kulp
: Kiiciik Cam Kap (5-20 ml)

Teflon Kapak ’ -
D/ \\\Azot gazl girigi

Sekil 2.5.Voltametrik hiicre ve bilesenleri.
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Voltametrik yontemin performansi, ¢alisma elektrotu olarak kullanilan
malzemeden biiylik ol¢lide etkilenmektedir. Calisma elektrotunun yiiksek sinyal/giiriiltii
karakteristikleri ve tekrarlanabilir yanit olusturmasi énemlidir. Bundan dolay1; calisma
elektrotunun se¢imi iki temel Olgiite baghdir: (i) analitin redoks davranisi, (ii) 6l¢iim
icin gerekli olan gerilim bolgesindeki artik akim. Diger kosullar arasinda; gerilim
calisma aralifi, elektriksel iletkenligi, yilizey tekrarlanabilirligi, mekanik o6zellikleri,
maliyeti, uygulanabilirligi ve toksisitesi gelmektedir (Wang, 2006).

Voltametride siklikla kullanilan ¢alisma elektrotlar1 Sekil 2.6'da verilmistir.

Yer celami ethili
Damlayan crva
elelctrotu
Mekanik
Azb civa damla
Crva kokeni | | | clektromu
L LIS || Durgun civa damla
elelctrotu
- Grafit
= Crva film eleltrotu
— (Canumsi karbon
= Platin
— Karbon pasta
E — Kﬂfbﬁn i
%‘" g -‘ Eah eleltrotlar )— —Empreyene larbon
%"ﬂc a Alfm
5= . Pirofitik karbon
E © L Bizmut
= . Lif karbon
Eompozit - Polimer kaplama
Modifive
eleltrotiar =
. . Yiizey
Eimyasal modifive adsorpsiyomu
: Eimryasal
Disk = bas]
-{ Didnen elektrotiar
Hallza-disk

Sekil 2.6. Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari.
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Calisma elektrotu olarak "damlayan civa" elektrodunun kullanilmasi durumunda
yontem Ozel olarak "polarografi"olarak isimlendirilir. Civa; piiriizsiiz ve kolaylikla
yenilenebilir yiizeye (daha az kirlenme ve yliksek tekrarlanabilir davranig), genis bir negatif
gerilim araliginda galismaya olanak saglayan hidrojen asir1 gerilimine sahiptir. Bu nedenle;
bu yontem 1960l yillarin bagma kadar pek¢ok metal iyonunun tayininde kullanilmistir
(Heyrovsky, 2011; Zuman, 2011).

Ancak; pozitif gerilim degerlerinde ya da her iki gerilim bélgesinde ¢alismaya
olanak saglayan farkli elektrot malzemesine gereksinim olacagi aciktir. Bu nedenle
"voltametri" terimi ilk kez 1940 yilinda "kat1 elektrotlar" ve damlayan civa disinda civa
temelli diger elektrotlarin yer aldigi analizleri tanimlamak {izere kullanilmaya
baslamistir.Kat1 elektrot yiizeyinde tekrarlanabilir yanitin kontrol edilme giigliigiine karsin,
bu elektrotlarin civa-temelli elektrotlara mekanik dayaniklilik, daha genis anodik ¢alisma
araligl, daha kolay kullanim agisindan Tstiinlikkleri bulunmaktadir. Diger taraftan,
farmakolojik, biyolojik ve gevresel dnemi olan bilesiklerin elektrokimyasal ve enzimatik
yiikseltgenmeleri benzer mekanistik yol izlediginden, bu elektrotlarla elde edilen bilgi ¢ok
karmagik olan in-vivo yiikseltgenme yolaklarinin agiklanmasina da yardimer olabilir (Uslu
ve Ozkan, 2007a).

Farkli voltametrik tekniklerde yillar boyunca ¢ok ¢esitli kat1 elektrotlar
kullanilmustir (Sekil 2.6). Bu amagla kullanilan soy metaller arasinda platin, altin, rutenyum,
bizmut sayilabilir.Farkli karbon formlarmma (karbon-temelli) dayanan elektrot malzemeleri
ise elektroanalitik kimyada yaygin bir uygulama alani bulmustur. Kati elektrot
voltametrisinde 6nemli bir bagka gelisme; donen elektrot diizeneginin kullanilmasi ile
olmustur. 1970 lerin ortasinda ise, elektroanalitik kimyacilar modifiye elektrotlarin tasarimi
ve fabrikasyonu tizerinde calismaya baglamiglardir. Polivinilferrosen, polielektrolitler
(Nafion), elektronik olarak iletken polimerler (polipirol) gibi farkl: tip polimerler modifiye
edici olarak kullanilmistir. Daha yeni olarak, degisik elektrot modifikasyon stratejileri (6rn.,
killer, zeolitler, inorganik kristaller, enzim tabakalari, organik metaller ve kompositler ile
kaplama)arastiriimaktadir. Ote yandan nanoamper, pikoamper ve hatta femtoamper
araligindaki akimlarin Olglilmesini  saglayan elektrot tasarimi, mikroelektrot olarak
isimlendirilen mikrometre boyutlu (ya da daha kiigiik) elektrotlarla ¢alisma yapilmasini

olanakli kilmistir.Bu nedenle; kromatografik ve spektroskopik yontemlere alternatif yontem



25

olarak nitelendirilen modern voltametri, bu ydntemlerle yarigmali olmaktan c¢ok onlar

tamamlayic1 niteliktedir (Bard ve Zoski, 2000; Uslu ve Ozkan, 2007a).

2.2.1. Karbon pasta elektrot

Sunulan tez caligmasi, kodein bilesiginin voltametrik yontemle elektrokimyasal
incelemesiniyiizeyaktif madde varliginda poli(guanin) modifiye karbon pasta elektrot
tizerinde gergeklestirmeyi amagladigr i¢in bu boliimde ilgili konular kisaca tartigilacaktir.

Karbon materyalleri, degisik allotroplarinin (6rn., grafit, fulleren, karbon nanotlip,
grafen, elmas) yapisal farkliliklar1 ve bunun sonucu farkli elektronik ve elektrokimyasal
ozellikleri nedeniyle giiniimiiziin ilgi odagi olan malzemeleridir. Karbon-temelli elektrot
malzemeleri, baz1 durumlarda karsilasilan diisiik elektrot kinetiklerine karsin, genis bir
gerilim penceresine, diisiik maliyete, zengin yiizey kimyasina, diisiik artik akima, kimyasal
inertlige, pek ¢ok zor analiz i¢in uygunluga sahiptir. Ayrica bazi tekniklerdeki
(elektrokimyasal —dedektorlii  yiiksek-performansli  sivi  kromatografisi ve kapiler
elektroforez) dedeksiyon uygulamalari i¢in de uygundurlar. (Tural ve Ark, 2003).

Bu elektrotlarin bir simiflama bi¢imi, homojen ve heterojen olma &zellikleri
agisindandir. 2018 yil1, kesfinin 60. yilina denk gelen karbon pasta elektrot (CPE), heterojen
elektrotlarin ilk ve en bilinen 6rneklerinden biri olup biyo(elektroanalizlerde) en yaygin
kullanima sahiptir. Bunun nedenlerinin baginda hazirlamasinin kolayligi, ucuzlugu,
yiizeyinin yalnizca parlatilarak kolaylikla yenilenebilir olmasi, genis bir gerilim
penceresinde ¢alismaya olanak tanimasi, diisik artik akimda ve yiiksek duyarlilikta
voltametrik yanit vermesi sayilabilir (Svancara ve ark., 2009; Talay Pinar, 2013).

CP
E, spektroskopik karbon (grafit) tozu ya da daha yeni uygulamalarda camimsi karbon tozu
ile uygun bir hidrofobik baglayici maddenin (pasta sivisi) karigimindan olusur. Baglayici
madde olarak parafin yag1 (mineral) yagi, silikon yagi, bromonaftalen, ya da organofosfat,
fitalat gibi esterler kullanilabilir. Elektrot genellikle %70 spektroskopik grafit tozu ile %30
baglayict madde homojen karigiminin, 2-4 mm ¢apinda camdan, teflondan ya da
polietilenden yapilmus tiiplere sikistirilarak yerlestirilmesi ile hazirlanir. Elektriksel

iletkenligi saglamak iizere tiip icine iletken bir tel yerlestirilir (Sekil 2.7). CPE yiizeyi
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kullanilmadan 6nce plastik, cam, metal, kagit gibi yumusak bir zemin iizerinde parlatilir.
CPE hazirhig1 ¢ok kolay olmakla birlikte deneyler sirasinda elektrot yiizey katmaninin
diizenli olarak uzaklastirilmasindan 6tiirli karbon pastanin tiipe yeniden doldurulmasi

gereklidir (Vytras ve ark., 2009).

iletken tel

Teflon veya cam born —

Karbon pastasi

Sekil 2.7. Karbon pasta elektrotun sematik olarak gosterimi.

2.2.1.1.Kimyasal modifiye karbon pasta elektrot

CPE, yukarida sayilan iistiinliikleri yanisira hazirlanmasinda iletkenligi ¢ok az
olan ya da hi¢ olmayan baglayicilar kullanildig1 i¢in metal ve diger karbon elektrotlarda
gozlenenden daha diisiik yiizey elektron aktarim hizina sahiptir. Bundan dolayi,
voltametrik sinyal i¢in daha yayvan pikler gozlenirken yontemin duyarliligi da diiser.
Bu sorunu gidermek i¢in elektrot hazirlik asamasinda elektrot malzemesine degisik
materyaller eklenebilir. Son otuz yil igerisinde elektrot tasarimindaki yeni gelismeler
(ylizey modifikasyonlar1 gibi), heterojen yapisi geregi CPE i¢in ¢ok genis bir kullanim
alanm saglamigtir (Kalcher, 1990; Kalcher ve ark., 2009; Svancara ve ark., 2009b).
Kimyasal modifiye elektrot (CME) hazirlanmasinda kullanilan tekniklerden biri, se¢ilen
kimyasalin ince filminin elektrot yiizeyine baglanmasi ya da kaplanmasidir. Bir bagka
izlenen yol, modifiye edicinin ya baglayici igerisinde c¢oziilerek ya da pastanin
homojenizasyon islemi sirasinda ortama katilmasi seklinde de olabilir. Elektrot pasta
yiizeyinin, in situ modifikasyonu da siklikla kullanilan tekniklerden biridir (Gilmartin
ve Hart, 1995; Durst ve ark., 1997; Zen ve ark., 2003).CME hazirlanmasinda yaygin

olarak kullanilan modifikasyon teknikleri Sekil 2.8'de sunulmustur.
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Sekil. 2.8. Kimyasal modifiye elektrotlarin farkli hazirlama yollarinin sematik gosterimi
(Zen ve ark., 2003'ten uyarlama).

CME kullanilmasinin baslica nedenleri asagidaki sekilde verilebilir:
(1) Kararl1 kimyasal yapiya sahip yiizey morfolojisi olugturmak
(i) Gerilim ¢aligma araligini genigletmek
(ili)  Girisim sinyallerinin etkisini azaltmak

(iv)  Voltametrik yontemin duyarliligini artirmak

Kimyasal olarak modifiye edilmis karbon-temelli elektrotlar arasinda, polimer
film modifiye elektrotlar, elektroanaliz alaninda giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Bunun nedeni, elektrokimyasal etkin merkezler igeren polimer filmlerin, analitlerin
elektrokatalitik ozelliklerini, elektrot tepkisinin kararliligini ve tekrarlanabilirligini

onemli Olclide artirabilmeleri, ylizeydeki kirlenmeyi azaltmalari ve tepkime hizini

arttirmalaridir.
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Son yillarda polimer film modifiye elektrot tasariminda aminoasitler ve
katekolaminler, yukarida sayilan ozelliklerin yanisira kolay temin edilmeleri,
dayanikliliklar1 ve biyouyumluluk agisindan pekcok biyolojik ve klinik etkili maddenin
tayininde arastiricilarin ilgi odagi haline gelmistir. DNA ve RNA niikleik asitlerinde
bulunan bes temel azotlu bazdan (digerleri; sitozin, timin, adenin ve urasil)biri olan
guanin (2-amino-6-hidroksipiirin),nérotransmiter (sinir ileticisi)ve hormon islevli
katekolaminlerden  bobrekiistii  bezlerinin 6z  kismindan  (adrenal — medulla)
salgilananepinefrin (adrenalin, 4,5-p-trihidroksi-N-metilfeniletilamin)ilemerkezi sinir
sisteminde yaygin (%80) olarak bulunan ayrica, hipotalamustan da salgilanandopamin
(3,4-dihidroksifeniletilamin);poli(guanin), poli(epinefrin) vepoli(dopamin)yapisini
olusturmak {izere elektrot yiizeyinde kolaylikla elektropolimerize edilebilir.Ilgili

monomerlerinkimyasal yapilar1 Sekil 2.9'da goriilmektedir.

') OH
HO NH,
TR j@/\
Y N
HQNAI?\' 4N HO H” >H HO
H OH
Guanin Dopamin Epinefrin

Sekil 2.9.Guanin, Dopamin ve Epinefrin‘inkimyasal yapisi.

Kolay tasarimlari nedeniyle poli(guanin)(Li ve Wang, 2015; Li ve ark., 2017),
poli(epinefrin) (Abdel-Hamid ve Newair, 2013) ve poli(dopamin)(Zhang ve ark. 2013;
Manokaran ve ark., 2015; Amiria ve ark., 2015; Lee ve ark., 2016; Kumar ve ark., 2017;
Talay Pinar ve ark., 2018) modifiye elektrotlarinin biyolojik ve Kklinik etkili bilesiklerin
tayinindeki kullanimlar1 kaynakc¢ada ¢ok yeni olarak yer almaya baslamistir.

Ote yandan; elektrot modifikasyonunda yiizey aktif madde (siirfaktan)
kullaniligi, bu alana yeni ve 6nemli bir ivme kazandirmigtir(Vittal ve ark., 2006). Yiizey
aktif maddeler, hidrokarbon zinciri ya da poli-eter iceren hidrofobik kuyruk ile pozitif,
negatif, yiiksiiz (non-iyonik) ya da zwitter-iyonik 6zellikli polar bas gruptan olusan
amfifilik iyon ya da molekiiller olup (Sekil 2.10)suda ya da sulu bir ¢ozeltide

¢ozlindiikleri zaman, yiizey gerilimini (¢ogunlukla azaltma yoniinde) etkilerler.
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Sekil 2.10.Yiizey aktif madde (siirfaktan) genel yapisi ve bazi 6rnekler.

Bu essiz molekiillerin yapilar1 nedeni ile elektrokimyadaki kullanilisi ve
ozellikle de polarografik maksimalar1 yok ettigi ¢ok 1yi bilinmektedir. Elektrot
modifikasyonunda ise iki farkl sekilde yol izlerler:

(i) Yiizey modifikasyonu: Ana ¢ozeltiden yiizey/arayiizeye tasinarak elektrot
yiizeyinde adsorbe olurlar. Bu adsorpsiyon olayi, yiizey aktif maddelerin
hidrofobisitesini, ylizey yiikiinii ve diger temel Ozelliklerini degistirerek pekcok
arayiizey islemini kontrol eder.

(i) Yiizeyaktif maddeler karbon pasta gibi malzemelerle karigtirilarak da
kullanilabilirler.

Elektrot ylizeyinin yiizeyaktif maddelerle modifikasyonunun, elektroanaliz
uygulamalarindaki yarar1 s0yle 6zetlenebilir:

(1) Coziiniirliigi diisiik olan bilesikleri misel olusumu igerisinde ¢ozebilirler.
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(i)  Elektrot-¢ozelti  6zelliklerini  tersine  gevirerek elektroetkin  tiiriin
elektrokimyasal islemini etkileyebilirler.

(iii) Elektrot yiizeyinin kirlenmesini 6nleyebilirler.

(iv) Organik bilesiklerin elektroanalizinde yiizeyaktif maddelerin karbon-temelli

elektrotlarla birlikte kullanilmasiylatayinin hem duyarlilig1 hem de segiciligi artabilir.

Calisma grubumuzgok sayidahidrofilik ya da hidrofobik karakterli
biyomolekiiliin karbon-temelli elektrotlar {izerinde yiizeyaktif maddeler ile etkilesimini
inceleyerek voltametrik analizini gergeklestirmistir (Levent ve ark., 2009; Yardim,
2011; Yardim ve Sentiirk, 2011; Yardim ve ark., 2011; Levent ve ark., 2014a; Levent ve
ark., 2014b;Talay Pmar ve Sentiirk, 2016; Yigit ve ark. 2016; Abdullah ve ark., 2018;
Donmez ve ark., 2018; Talay Pinar ve ark., 2018).

2.2.2. Voltametrik teknikler

Bu boliimde,sunulan tez ¢alismasinda kullanilacak olan voltametrik teknikler
hakkinda kisa bilgi verilecektir(Wang, 2006; Talay Pinar, 2013).

2.2.2.1. Doniisiimliivoltametri

Dontigimlii voltametri (CV), kimyanin pekc¢ok alaninda en yaygin kullanilan
elektroanalitik tekniklerden biridir. Miktar tayinine dayali analizlerde kullanim alanlart
sinirhi olmakla birlikte redoks tepkimelerinin mekanizmalarini incelemek, araiiriin
tepkimelerini arastirmak ve tepkime tiriinlerinini stabilitesini elde etmek igin kullanilir.

Bu teknik, secilen calisma elektrotuna uygulanan gerilimi hem ileri hem de geri
yonde (belli tarama hizlarinda) degistirirkenakimin kaydedilmesine dayanmaktadir. Bu
kosullarda elde edilen akim-gerilim egrisi bir doniisiimli voltamogramdir (Sekil 2.11).

Doniigiimlii  voltametride oOnemli degiskenler; anodik ve katodik piklerin
gerilimleri (Epa, Epc) ve akimlart (ipa, Ipc) Olup n sayida elektronlu tersinir bir redoks
tepkimesi i¢in 25 °C'de AE, (Epc — Epa) = 0.0592/n V degerine ya da diger bir deyisle 1
elektron aktarimi igin yaklagik60 mV degerine esittir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.11.Doniigiimlii voltametri tekniginde gerilim-zaman ve gerilim-akim egrileri.
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Sekil 2.12.Doniistimlii voltametri tekniginde tersinir ve tersinmez voltamogramlar.
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2.2.2.2.Kare-dalga voltametrisi

Voltametrik yontemin hizin1 ve duyarliligini arttirmak i¢in, yillar boyunca bir¢ok
gerilim modiilasyon bi¢imi denenmistir. Bu puls tekniklerinden biri olankare-dalga
voltametrisi (SWV) yiiksek hiza ve duyarliliga sahiptir.

SWV tekniginde pulslar farkli sekillerde uygulanabilir. Engok kullanilan kare-
dalga teknigi olan Osteryoung kare-dalga voltametrisine iliskin bir gerilim dalga sekli
ve tipik bir kare-dalga voltagrami Sekil 2.13'de gosterilmistir. Bu teknik kullanilarak 107

10°® M tayin duyarliliginda analizler yapilabilmektedir.

- — k—Dalga genislid
Gerilim adi _l Ornekleme periyodu

T
Dalga J
amplitadd A i
| —]k— Orekleme periyodu

¥—Dalga periyodu

AKim

Gerilim

ik cikis Ep
gerilimi
Gerilim

Zaman

Sekil 2.13. Kare-dalga voltametrisinde A) kullanilan uyarma sinyali veB) tipik bir
voltamogram.



3. MATERYAL VEYONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasallar

Kimyasalin adi Uretici firmanmn adi
Kodein HCI Ipomed
Guanin Sigma
Dopamin HCI Sigma
Epinefrin HCI Sigma
Grafit tozu Sigma
Parafin yagi Sigma
Asetik asit (% 100 a/h) Merck
Hidroklorik asit Merck
Siilfiirik asit Merck
Fosforik asit (% 85 a/h) Merck
Borik asit Merck
NaH,PO,.2H,0 Merck
Na,HPO,.7H,0 Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum dodesil siilfat, SDS Merck
Setiltrimetilamonyum bromiir; CTAB (% 99) Merck

Tiim ¢aligmalarda Milli-Q sistemi (Millipore) ile saflastirilmis su kullanilmistir.
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3.1.2. Cozeltilerin hazirlanmasi
3.1.2.1. Kodein ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kodein stok ¢ozeltisi i¢in standart kodein HCI tuzundan gerekli olan miktar duyarli
olarak tartilmis, 1x102 M derisimde olacak sekilde su igerisinde glinliik olarak ve 151k
almayacak sekilde hazirlanmis ve +4 ‘C'de saklanmustir.

Kodein standart ¢ozeltileri ise analizinden hemen 6nce segilen destek elektroliti ile

seyreltilerek hazirlanmistir.
3.1.2.2. Destek elektroliti ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektroliti ¢ozeltisi olarak aksi sdylenmedikge fosfat tamponu (0.2
M, pH 2.0-10.0) ve Britton-Robinson tamponu (BR, 0.04 M, pH 2.0-10.0) ¢ozeltileri
kullanilmustir. Fosfat tamponu i¢in 0.2 M NaH,PO,. 2H,0 ¢ozeltisine 5 M NaOH ¢ozeltisi
eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. BR tamponu i¢in 0.04 M H3BO3, 0.04 M H3PO4
ve 0.04 M CH3COOH karisimini igeren ¢ozeltiye 5 M NaOH c¢ozeltisi eklenerek istenen pH
degerine ayarlanmigtir. Tampon c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra plastik — siselerde,

buzdolabinda saklanmustir.
3.1.2.3. Elektrot modifikasyonu i¢in kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Karbon pasta elektrotunun modifikasyonu igin kullanilan guanin monomeri, sudaki
¢oziiniirligi diistik oldugundan 0.1 M NaOH igerisinde ¢oziildiikten sonra derigimi 1% 10°M
olacak sekilde su ile hacme tamamlanmugtir. Aymi derisimdeki dopamin HCI ve epinefrin HCI

monomerleri ise dogrudan su icerisinde hazirlanmustir. Cozeltiler, +4 'C'de saklanmustur.

3.1.2.4. Yiizey aktif madde cozeltilerinin hazirlamsi

Yiizey aktif madde igeren ortamdaki elektrokimyasal caligmalar igin anyonik
stirfaktan olarak SDS, katyonik siirfaktan olarak CTAB kullanilmistir. Stirfaktanlarin degisik
derisimlerdeki stok ¢ozeltileri su igerisinde hazirlanmustir. Uygun destek elektroliti icerisinde

cesitli derisimdeki surfaktan ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda stok ¢ozeltilerden yararlanmilmustir.
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3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Elektrokimyasal analiz cihazi

Elektrokimyasal deney hiicresi
Elektrotlar

Autolab PGSTAT 128N (EcoChemie, The Netherlands)

GPES 4.9 yazilimu ile (EcoChemig)

Tek bolmeli 10 mL'lik voltametrik hiicre (BAS)

Calisma elektrotu eKarbon pasta elektrot
eModifiye karbon pasta elektrot
Kargilagtirma elektrotu Ag/AgCI (3 M NaCl, Model RE-1, BAS)
Yardimci elektrot Platinum wire (MW 1032BAS)
Taramali elektron mikroskopu SEM, Zeiss Evo-Ma 15 (Zeiss, Almanya)
Duyar terazi Vibra
pH metre WTW, Inolab pH 720
Ultrasonik banyo Clifton
Manyetik karistirict Are
Magnet Spinb VM micro
Santrifiij Cooled Hermle Z320
Otomatik mikropipet (Pyrex®) Eppendorf

Cesitli boy balonjoje (Pyrex®), pipet (Pyrex®), beher, meziir, deney tiipii, santriftj

tiibii, porselen havan

3.3. Modifiye elektrotun hazirlanmasi

Islem gdérmemis karbon pasta elektrot (CPE) hazirlamak icin 70:30 (a/a)oraninda
grafit tozu ile mineral yag homojen sekilde karistirilmistir. Hazirlanan karisim daha sonra i¢
¢apt 3 mm olan silindirik bir tiipiin bosluguna sikistirilarak doldurulmustur. Elektriksel
iletkenligi saglamak igin tlipteki pastanin icine bakir bir tel yerlestirilmistir (Sekil 2.7).
Hazirlanan CPEylizeyi yagl bir kagit tizerinde homojen hale getirilmistir. Yeni bir yiizey
yaratmak gerektigi zaman pastanin ucundan bir miktar ¢ikarilarak ylizey parlatma islemi
yinelenmistir.

Islem gdrmemis CPE'a daha sonra ilgili kimyasalmonomerler (guanin, dopamin,

epinefrin) ile elektropolimerizasyon islemi uygulanmistir. Bu amagla bu monomerlerin belli
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derisimlerini igerendestek elektroliticozeltisivoltametrik hiicreye konulmus ve igerisine
elektrotlar yerlestirilmistir. Modifikasyon islemi i¢in kullanilan CV teknigi ile belligerilim
araliginda, gerilim tarama hizinda vedongli sayisinda (ilgili degerler Cizelge 4.2'de
sunulmustur)750 rpm Kkaristirma hizinda voltamogramlar almmustir. Elde edilen poli(guanin),
poli(dopamin) vepoli(epinefrin) modifiye karbon pasta elektrotlar tezin sonraki boliimlerinde
sirastyla PGA/CPE, PDA/CPE ve PEP/CPE olarak gosterilecektir. Elektropolimerizayon
isleminden sonra modifiye elektrotlar monomer c¢ozeltisinden gelebilecek kalintilar

uzaklastirmak i¢in su ile yikanmig ve havada kurumaya birakilmustir.

3.4. Voltametrik Yontem

Kodein bilesiginin elektrokimyasal davranisinin  incelenmesine yonelik islem
gormemis ve modifiye CPE'lar kullamlarak gerceklestirilen 6n ¢aligmalarda CV teknigi
uygulanmugtir.  Elektroanalitik yontem gelistirme asamasinda ise SWV tekniginden
yararlanilmugtir. Tiim Ol¢limler 3 kez tekrarlanmak kosulu ile Sekil 2.5'de gosterilen 10-

mL/likvoltametrik hiicre igerisinde laboratuvar sicakhiginda (25 + 5°C) gerceklestirilmistir.

3.5. Voltametrik Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

Yontemin tablet ilag sekline uygulamasinda eczanelerden temin edilen ve agn kesici
ve ates digtriicii etkili Geralgine-K® tabletleri kullamlmuistir.Her bir tablet 500 mg
parasetamol, 30 mg kafein ve 10 mg kodein fosfat igermektedir. Bes adet tablet tartilarak bir
tabletin ortalama agirligi hesaplanmistir. Tabletler bir havanda 1yice toz haline getirildikten
sonra 10° M kodeine esdeger miktarda tartilmis ve igerik 100-mL'lik balonjojede su ile
hacme tamamlanmustir. Balonjojedeki igerik, etken maddenin tam ¢6ziinmesinin saglanmasi
icin yaklagik 20 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur. Tabletin ¢oziinmeyen kisimlarinm
tamamen ¢okmesi beklendikten sonra iistteki berrak kisimdan belirli hacim alinmig veen iyi
kosullar i¢in segilen destek elektroliti iceren voltametrik hiicreye eklenmistir. VVoltamogramlar
daha onceden belirlenen SWV degiskenlerine goére kaydedilmistir.Miktar tayini islemi

kalibrasyon yontemi ile gerceklestirilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kodein’in Karbon Pasta Elektrot Uzerinde Elektrokimyasal Davramsinin

Incelenmesi

Kodein bilesigininislem gormemis CPE iizerindeki elektrokimyasal
yiikseltgenmesini anlamak igin baslangi¢c deneyleri pH 2.0-9.0 araliginda sulu ve yiizey
aktif madde i¢eren ortamda CV ve SWV teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.1.1. Kodein'in sulu ortamda elektrokimyasal davranisi

Aragtirmanin baglangicinda 1% 10 M kodein ¢dzeltisinin fosfat tamponu (pH 2.0-
7.0) igerisinde (+0.2 V) - (+1.4 V) - (+0.2 V) gerilim tarama araliginda ve 100 mVs™
gerilim tarama hizinda déniisiimlii voltamogramlari kaydedilmistir.ilgili voltamogramlar
Sekil 4.1'de verilmistir.Kodein molekiili, pH 2.0-4.0 araliginda tek basamakta
yiikseltgenmektedir. Yiikseltgenme pik gerilimleri pH degeri arttik¢a daha diisiik pozitif
gerilime kaymaktadir (pH 2.0 degerinde +1.95 V, pH 3.0 degerinde +1.23 V ve pH 4.0
degerinde +1.20 V). pH>4 degerlerinde ise tek basamakli yayvan pik iki ayr1 basamaga
yarilmakta ve nétral ¢ozeltide (pH = 7.0) bu basamaklar birbirinden ayrilmaktadir. pH
5.0 degerinde ilk yiikseltgenme basamaginin gerilimi, +1.13 V, ikinci yiikseltgenme
basamaginin gerilimi +1.24 V, pH 6.0 degerinde ilk yiikseltgenme basamaginin gerilimi
+1.09 V, ikinci yiikseltgenme basamaginin gerilimi +1.17 V, pH 7.0 degerinde ise ilk
yiikseltgenme basamaginin gerilimi +0.95 V, ikinci yiikseltgenme basamaginin gerilimi
+1.13 V olarak okunmustur. Molekiiliin yiikseltgenmesinden sonra gerilim taramasina
katodik bolgede devam edildiginde calisilan gerilim araliinda higbir indirgenme
basamagina rastlanmamaktadir.

Kodein molekiiliiniin CPE {izerindeki elektrokimyasal yiikseltgenmesi, bu
molekiil ve metabolitlerinin camims1 karbon elektrot (GCE) kullanilarak gerceklestirilen
deney bulgular1 ile bilylik benzerlik gostermektedir (Garrido ve ark., 2004).
Aragtirmacilarin kodein metabolitlerinden norkodein (tersiyer amin grubu igermez) ve

6-klorodezoksikodein (6-OH grubu 6-Cl grubuyla yer degistirmistir) bilesikleriyle
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yaptiklar1 kiyaslamali ¢alisma, bu iki yiikseltgenme basamaginin molekiildeki tersiyer

amin ve 6-OH grubuyla iliskili oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.1.1x10™* M kodein cozeltisinin farkli pH degerlerindeki (A, 2.0; B, 3.0; C, 4.0;
D, 5.0; E, 6.0; F, 7.0) fosfat tamponu igerisinde doniistimlii voltamogramlari.
Elektrot, CPE; gerilim tarama hizi, 100 mV st



SWV tekniginin ayiricilign ve duyarlilign daha iyi oldugu i¢in arastirmanin

devaminda 1x10™ M kodein ¢ézeltisinin voltamogramlari pH 2.0-9.0 araliginda fosfat
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(Sekil 4.2) ve BR (Sekil 4.3) tamponlar

kaydedilmistir.
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Sekil 4.2. 1x 10* M kodein ¢ozeltisinin fosfat tamponu igerisinde farklipH degerlerinde
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Sekil 4.3.1x10* Mkodein ¢ozeltisininBR tamponuicerisinde farkli pH degerlerinde
SWrvoltamogramlari. Elektrot, CPE.SW degiskenleri:f = 50 Hz, AEs = 10 mV,

AEgy, =30 mV.
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SW egrilerinden de goriildiigii lizere; kodein bilesiginin anodik yiikseltgenmesi, pH

bagimli ¢ok karmasik bir mekanizma ile yiiriimektedir.Fosfat tamponu, pH 9.0

ortaminda iki yiikseltgenme basamagina ek olarak {igiincli bir basamak daha

gozlenmektedir. Bu yeni pik, GCE iizerinde de gézlenmis (Garrido ve ark., 2004) ve

molekiiliin 3-metoksi grubuyla ilskilendirilmistir.

SWYV egrileriyle saptanan ilk yiikseltgenme basamagina iliskin pik akimi (ip) ve

pik gerilimi (Ep) degerleri Cizelge 4.1'de ve pH-ipve pH-Epgrafikleri Sekil 4.4'de

verilmistir.

Cizelge 4.1. 1x10* M kodein ¢ozeltisininfosfat ve BR tamponlar1 igerisinde elde edilen
SW voltamogramlarina iliskin pik gerilimi ve pik akimi {izerine pH etkisi.

Ortam Ep Ip Ortam Ep Ip
V) (nA) V) (nA)
pH 2. 0 fosfat tamponu +1.22 264 pH 2.0 BR tamponu +1.22 1.79
pH 3.0fosfat tamponu +1.23 243 pH 3.0 BR tamponu +1.22 4.15
pH 4.0fosfat tamponu +1.19 7.10 pH 4.0 BR tamponu +1.17 5.72
pH 5.0fosfat tamponu t +113 6.80 pH50BRtamponu +1.12 6.10
pH 6.0fosfat tamponu +1.13 572 pH 6.0 BR tamponu +1.05 4.53
pH 7.0fosfat tamponu +0.99 265 pH7.0BR tamponu +1.02 0.27
pH 8.0fosfat tamponu +0.95 2.09 pH8.0BR tamponu +1.11 1.68
pH 9.0fosfat tamponu +091 1.38 pH 9.0 BR tamponu +0.94 0.95
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Sekil 4.4.1x10" M kodein ¢ozeltisinin (A) fosfat tamponu (pH 2.0-9.0) ve (B) BR
tamponu (pH 2.0-9.0) igerisinde pH-ipve pH-Epgrafikleri. Elektrot, CPE;
yontem, SWV. SW degiskenleri: f = 50 Hz, AEs = 10 mV, AEg, = 30 mV.
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SWV ile elde edilen bulgulardan goriildigii iizere pik gerilimi genel olarak pH
arttikca daha diisiik gerilim degerlerine kaymaktadir. Bazi pH degerlerindeki sapma,
birinci basamak tizerinde diger basamaklarin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Pik
akimi acisindan en yiiksek degerlere zayif asidik ¢ozeltilerde (pH 4.0 ve 5.0), en yiiksek
pik akimi degerine ise fosfat tamponu (pH 4.0) igerisinde ulagilmistir. Ayrica bu

ortamda tek basamakli keskin, sivri ve iyi belirlenmis pikler elde edilmistir.

4.1.2. Kodein'in yiizey aktif madde varhginda elektrokimyasal davranisi

Kodein bilesiginin islem gérmemis CPE {iizerinde sulu ortamdaki
elektrokimyasal yiikseltgenmesinin incelenmesinden sonra bu béliimde anyonik (negatif
yiiklii) siirfaktan olan SDS'in elektrokimyasal yanit iizerindeki etkisi aragtirilmugtir. Tyi
ayrilmis ve keskin sinyaller SWV teknigi ile elde edildigi icin, ¢aligmalara bu teknik
kullanilarak devam edilmistir.

Sekil 4.5'de 1x10™ M kodein igeren fosfat tamponu (pH 4.0) ¢ozeltisine farkli
derisimlerde (1><10'5, 5x 10'5, 1><10'4, 5><10'4, 1><10‘3, 2x1073 M) katilan SDS varliginda

elde edilen voltamogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.5.1x10™ M kodein ¢dzeltisinin degisik derisimlerde SDS iceren fosfat tamponu
(pH 4.0) igerisinde SW voltamogramlari. Elektrot, CPE. SW degiskenleri: f
=50 Hz, AEs=10 mV, AEg, =30 mV.
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Kodein molekiilii tizerinde anyonik siirfaktan derisiminin etkisi incelendiginde;
pik akimi siddetinin 5x10*M SDS derisimine kadar arttigi sonrasinda diismeye
basladig1 gbzlenmektedir.

SDS varligindakodein tayini i¢in en iyi ¢alisma ortaminiyeniden belirlemek
amactyla5x10™M SDS iceren fosfat tamponu (pH 2.0-9.0) (Sekil 4.6) ve BR tamponu
(pH 2.0-7.0) (Sekil 4.7) ¢ozeltilerinde voltamogramlar kaydedilmistir.

12.50 ;
pH 9.0
10 6
5
7.50 4
3 pH 8.0
S s : pH 7.0
= 2
< 250 1
P 0
0
-1
250 025 050 075 100 135 150 175 2% 025 050 075 100 125 150 175
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Sekil 4.6.1x10™ M kodein ¢dzeltisinin5x10™ M SDS iceren fosfat tamponu (pH 2.0-9.0)
icerisinde SW voltamogramlari. Elektrot, CPE. SW degiskenleri:f =50 Hz,
AEs=10 mV, AEg, =30 mV.
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Sekil 4.7.1x10™ M kodein ¢ozeltisinin5x10* M SDS igeren BR tamponu (pH 2.0-7.0)
icerisinde SW voltamogramlari. Elektrot, CPE. SW degiskenleri:f =50 Hz,
AEs=10 mV, AEg, =30 mV.
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SDS igeren fosfat ve BR tamponu igerisindeki voltamogramlar incelendiginde,
SDS'siz ortamda tek yiikseltgenme basamaginin gézlendigi daha diisiik pH degerlerinde
(pH 3.0 ve 4.0) de piklerin yarildigi, iki ya da tglincii basamaklarin belirdigi
gozlenmistir. Siirfaktan varliginda artan piklerin olusumu, SDS'nin olas1 ara tepkime
rtinlerini  saglamlastirdiginin  gostergesi olabilir. Giiniimiizde kodein ve benzeri
bilesiklerin redoks mekanizmasinin Ozellikle serbest radikaller ve ara {iriinler
olusturmasi1 agisindan ¢ok karmasik oldugu ve pek c¢ok anlasilmamis noktanin
bulundugu g6z Oniline alinirsa ¢alisgmamizin devamindan edinilecek bilginin bu grup
bilesiklerin yiikseltgenme ¢alismalarina 6nemli 6l¢iide 151k tutacagi agiktir.

SDS varliginda da analitik acidan en 1yi ortamin fosfat tamponu pH 4.0 oldugu
saptanmistir. Bu kosulda ilk yiikseltgenme basamag: ikinci basamaktan gayet belirgin
bir sekilde ayrilmis olup pik akimi en yiiksek degerine ulagmistir. SDS eklenmemis
fosfat tamponu pH 4.0 ¢ozeltilerinde + 1.19 V'da beliren kodein yiikseltgenme pikinin
siddeti 7.1 pA degerinde iken;5x10* M SDS igeren aym ¢ozeltilerde bu basamak daha
negatif gerilim degerine kaymis (+ 1.13 V) ve siddeti de 11.4 pA degerine ulasmistir.

4.2. Kodein'in Modifiye Karbon Pasta Elektrot Uzerinde Elektrokimyasal

Davramsinin incelenmesi

Aragtirmanin bu boliimiinde kodein bilesiginin ii¢ farkli modifiye CPE (MCPE)
tizerindeki elektrokimyasal yiikseltgenmesi, sulu ve yiizey aktif madde iceren ortamda

CV ve SWYV teknikleri kullanilarak arastirilmistir.

4.2.1. Polimer modifiye karbon pasta elektrotlarinin hazirlanmasi

Polimerik film modifiye elektrotlarin hazirlanmasinda simdiye kadar kullanilan
yontemler arasinda en uygun olan1 elektropolimerizasyon teknigidir.Bu yolla hazirlanan
iletken polimer filmin tasarimi kontroledilebilir ve basit olup ¢oziicii-buharlagtirma

tekniginden kaynaklanan sorunlarla karsilasilmaz (Harsanyi, 2000; Rajesh ve ark.,
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2009).CPEmodifikasyon isleminde modifiyeedici maddeler olarak guanin, dopamin ve
epinefrin isimli t¢ farkli kimyasal kullanilmistir. Bu ¢ bilesigin Bolim 3.3'de
anlatildign  sekilde CPE vyiizeyine CV teknigi ile -elektropolimerizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu bilesiklerinin CPE yiizeyine modifikasyonu i¢in kullanilan en-

lyidegiskenlere iligkin bilgiler Cizelge 4.2'de sunulmustur.

Cizelge 4.2.0ptimum modifikasyon degiskenleri

Modifiye Ortam Derisim Gerilim arahg: Gerilimtarama  Dongii

edici (M) (V) iz (mV s™?) sayisi

Guanin fosfat tamponu 5x10%  -0.2/+1.4/-0.2 100 10
pH 10.0

Dopamin fosfattamponu ~ 1X10%  -0.4/+1.4/-0.4 100 8
pH 5.0

Epinefrin fosfat tamponu 1x107° -0.1/+1.4/-0.1 100 5
pH 5.0

Ug farkli mCPE kullanilarak (PGA/CPE, PDA/CPE ve PEP/CPE),IXIO'4 M
kodein bilesiginin fosfat tamponu (pH 4.0) ¢ozeltisi igerisinde kiyaslamali SW
voltamogramlar1 Sekil 4.8'de sunulmustur. Voltamogramlardan goriildigi gibi kodein
bilesiginin ylikseltgenmesine iliskin pikin en yiiksek degeri PGA/CPE kullanildiginda

elde edilmistir.

@® —» pGA/CPE
@ - pEP/CPE
151 @ —»PDA/CPE

D‘:A-g—\

0 0.25 0.50 0.75 1 1.25 1.50 1.75
GERILIM, V
Sekil 4.8.1x10 M kodein ¢ozeltisinin fosfat tamponu (pH 4) icerisinde ii¢ farkli mCPE
tizerinde elde edilen SW voltamogramlari. SW degiskenleri: f =50 Hz, AEs = 10
mV, AEg, =30 mV.
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Polimer modifiye elektrot tasarimina yonelik 6n ¢alisma bulgularimiz sonucunda
arastirmanin sonraki boliimiine poli(guanin) modifiye karbon pasta elektrot (PGA/CPE)
kullanilarak devam edilmesine karar verilmistir.

Sekil 4.9'daguanin bilesigininfosfat tamponu (pH 10.0) ¢6zeltisi igerisinde CPE
yiizeyinde elektropolimerizasyonu sirasinda kaydedilen ¢ok dongiilii voltamogramlari
goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi, ilk dongiide ¢alisilan gerilim tarama
araliginda+0.70 V dolayinda 4e aktarimi ile yiiriiyen (guanin igin tipik) bir
yiikseltgenme basamagi belirmistir. Sonraki 9 dongii hemen hemen iist iiste binmis
olupbu olgu CPE yiizeyinde guaninin kiitlesel elektropolimerlesmesinin ilk dongiide
olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte; tekrarlanabilir sonuglar1 garanti edebilmek

icin elektrota 10 CV dongiisli uygulanmaistir.
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Sekil 4.9.CPE yiizeyinde PGA elektropolimerizasyonunun doniisiimlii voltamogramlari.
Guanin derisimi, 5x10“M; destek elektroliti, fosfat tamponu (pH 10.0); gerilim
tarama hizi, 100 mVS'l; dongii sayis1, 10; gerilim tarama araligi, (-0.2 V) —
(+1.4V).

PGA/CPE i¢in elektrot ylizey karakterizasyonu (tanimlanmasi) amaciyla
taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) goriintiileri alinmistir.Sekil 4.10'da CPE ve
PGA/CPE yiizeylerinin SEM goriintiileri goriilmektedir.Elektrot yiizeylerinin SEM

goriintiileri kiyaslandigi zaman yiizey morfolojisindeki degisiklik agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.10.CPE (A) ve PGA/CPE (B) yiizeylerinin SEM goriintiileri.

4.2.2.Kodein'in elektrokatalitik yiikseltgenmesi

Kodein bilesiginin (1x10* M), CPE ve PGA/CPE kullanilarak fosfat tamponu
(pH 4.0) igerisinde kaydedilen CV egrileriSekil 4.11'de, SWV egrileri ise Sekil 4.12'de

verilmistir.

&0

40

30

. <

10

AKIM, LA

0 0.30 050  D0.E0 1 130 150 1.80
GERILIM, V

Sekil 4.11.1x10% M kodein c¢ozeltisinin fosfat tamponu (pH 4) igerisinde
islemgormemis CPE (siyah) ve PGA/CPE (kirmizi) tizerinde elde edilen CV
egrileri.Gerilim tarama hizi, 100 mV s™.

Egriler kiyaslandiginda; PGA/CPE kullanilmast durumunda kodein pik
geriliminin daha diisiik pozitif gerilim degerine kaymis olmasi ve pik akiminda da bir

artis gozlemlenmesi polimer modifiye elektrotun kodein yiikseltgenmesi iizerinde
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elektron aktarim hizini artirdigim1i ve miikemmel elektrokatalitik etkisi oldugunu

vurgulamaktadir.

0 025 050 0.75 100 125 150
GERILIM, V

Sekil 4.12.1x10”% M kodein c¢ozeltisinin fosfat tamponu (pH 4) icerisinde islem
gormemis CPE (kirmizi) vePGA/CPE (siyah)iizerinde elde edilen
SWVegrileri.SW degiskenleri: f =50 Hz, AE;= 10 mV, AEg, = 30 mV.

Anyonik siirfaktan, SDS varliginda ise en yiiksek pik akimi degerine PGA/CPE
kullamldiginda ulasilmustir. Sekil 4.13'de, SDS'siz ve 5x10* M SDS'li fosfat tamponu
(pH 4.0) igerisinde CPE ve PGA/CPE ile alman SW voltamogramlari

goriilmektedir.Voltamogramlara iligskin veriler Cizelge 4.3'de verilmistir.
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Sekil 4.13.1x10™ M kodein ¢dzeltisinin SDS icermeyen ve 5x10™ M SDSigeren fosfat
tamponu (pH 4) igerisinde islem goérmemis CPEve PGA/CPE iizerinde
eldeedilen SWVegrileri.SW degiskenleri: f =50 Hz, AEs= 10 mV, AEg, =30mV.
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Cizelge 4.3.1x10™* M kodein ¢zeltisinin SDSigermeyen ve 5x10* MSDSicerenfosfat
tamponu (pH 4) icerisinde CPE ve PGA/CPE ile elde edilen pik akim1 ve
pik gerilim degerleri.

Ep(V)  ip(nA)

CPE +119 7.0
CPE+SDS +1.14 121
PGA/CPE +1.15 195

PGA/CPE+SDS +1.17 394

4.2.3. PGA/CPE iizerinde deneysel degiskenlerin incelenmesi

Onceki boliimde verilen bulgularm 1s1gindajtez ¢alismasinin - devaminda
PGA/CPE kullanilarak anyonik siirfaktan, SDS iceren ¢ozelti ortaminda kodein
bilesiginin elektrokimyasalyiikseltgenmesi iizerinde deneysel kosullarin etkisi

arastirilacaktir.

4.2.3.1. Gerilim tarama hizimin etkisi

Gerilim tarama hizinin kodein molekiiliiniin elektrokimyasal yiikseltgenmesi
tizerine etkisini incelemek amaciyla 1x10* M kodein ¢Ozeltisinin 5x10™* M SDS igeren
fosfat tamponu (pH 4) igerisinde (0.0V)-(+1.6V)-(0.0V)gerilim tarama araliginda 0.0 V
baslangi¢ gerilimi ile 30-1000 mVs™ arasindaki gerilim tarama hizlarinda déniistimlii
voltamogramlar kaydedilmistir.

Ilgili voltamogramlar Sekil 4.14'de ve bu voltamogramlar yardimiyla saptanan
gerilim tarama hizi1 (V) ile pik akimu (ip) ve pik gerilimi (Ep) arasindaki iliskisi Cizelge

4.4'de verilmistir.
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Sekil 4.14. 1x10-4 M kodein ¢ozeltisinin 5x10-4 M SDS igeren fosfat tamponu (pH
4)igerisinde PGA/CPE iizerinde 30-1000 mVs-1 araligindagerilimtarama
hiziyla elde edilen CV egrileri.

Cizelge 4.4. Kodein molekiiliiniin pik akimi ve pik gerilimi iizerinde gerilim tarama
hizinin etkisi. Yontem, CV; kodein derisimi,1x10-4 M; destek elektroliti,
5x10-4 M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4); elektrot, PGA/CPE

v (mVs™) W logv ip(A) logip Ep (V)
30 5.48 1.48 1.62 0.21 1.09
50 7.07 1.70 1.80 0.26 1.10
75 8.66 1.88 1.77 0.25 1.12
100 10.00 2.00 2.14 0.33 1.12
150 12.25 2.18 2.68 0.43 1.13
200 14.14 2.30 2.94 0.47 1.14
300 17.32 2.48 5.97 0.78 1.14
400 20.00 2.60 7.05 0.85 1.14
500 22.36 2.70 7.04 0.85 1.15
600 24.49 2.78 10.17 1.01 1.15
700 26.46 2.85 9.90 1.00 1.15
800 28.28 2.90 9.95 1.00 1.16
900 30.00 2.95 12.03 1.08 1.16

1000 31.62 3.00 12.72 1.10 1.17
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Cizelge'deki bulgularin yardimiyla gizilen \v - ipve logv — logipgrafikleri

PR

incelendiginde pik akiminin 30-200 mVs™' hiz araliginda dogrusal olarak degistigi
goriilmiistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15.Kodein molekiiliiniingerilimtaramahizi-pikakimiiligkisi.Yontem, CV; kodein
derisimi, 1x10™ M; destek elektroliti, 5x10* M SDS iceren fosfat tamponu
(pH 4); elektrot, PGA/CPE.

30-200 mV s-lgerilim tarama hiz1 ile pik akimi iligkisinde elde edilen
dogrusallik denklemleri asagidaki gibidir:

ip(LA) =0.16 Vv (mV s™) + 0.694 r=0.999
logi, = 0.334 logv —0.30 r=0.998

W - ipiliskisindeki dogrusallik bulgusu,kodein molekiiliiniin yiikseltgenme
olaymin ¢aligilan kosulda diffiizyon kontrollu oldugunu ifade eder. Bunun yanisira logv
— logipiliskisinde dogru denkleminin 0.5 degerinden kiigliik olmasi yiikseltgenme
olaymin diffiizyon karakterli oldugunu kanitlamaktadir (Bard ve Faulkner, 2000).

Diger taraftan, ¢alistlan gerilim tarama hizi araliginda (30-1000 mV s™)
yiikseltgenme basamagi hafifce daha pozitif gerilim degerlerine dogru kaymistir. Bu
olgu, tersinmez ya da yari-tersinir elektrokimyasal tepkime i¢in karakteristiktir.

Kodein yiikseltgenme isleminde aktarilan elektron sayisi (n), tersinmez elektrot
isleminde gecerli olan an=47.7/(Ey—Epp) esitligi geregince CV olglimlerini kullanarak
hesaplanabilir (Gosser, 1993). Voltamogramlardan pik gerilimi ile yari-dalga
geriliminin arasindaki fark (Ep—Epp), 0.41 V olarak hesaplanmistir. Boylece yaklasik
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olarak an = 1.163 olarak saptanir. Genellikle tersinmez elektrot isleminde a(aktarim
katsayisi) = 0.5 kabul edilebilir. Bu durumda, n = 2.33 (*2) olarak elde edilir. Bu sonug,
tersinmez olarak yiirliyen kodein molekiiliiniin yiikseltgenmesi isleminde molekiil
basina 2 elektronaktarildigini géstermektedir.

Bu calismanin amaci, kodein bilesiginin redoks islemini ayrintili olarak
incelemek olmamakla birlikte kisa bir yorum yapilabilir: Kodein ve metabolitlerinin
GCE {izerinde gergeklestirilen ve bu tez kapsaminda sunulan ¢alismada elde edilen
bulgularla benzerlik gosteren bulgularinin 1s1ginda (Garrido ve ark., 2004), molekiiliin
ilk yiikseltgenme basamaginin, yapisinda bulunan tersiyer amin grubunun norkodein
yapisim olusturmak iizere 2e” ve 2H"aktarimi ile sekonder amine yiikseltgenmesinden
kaynaklandigini s6yleyebiliriz (Sekil 4.16). Molekiiliin ikinci yiikseltgenme basamagi 6-
OH grubunun, ticiincii yiikseltgenme basamagi ise 3-OCHzgrubunun yiikseltgenmesi ile

ilgkili olabilir.

Sekil 4.16.Kodein molekiiliiniin ilk yiikseltgenme basamagi i¢in 6nerilen redoks
mekanizmasi.

4.2.3.2. pH etkisi

Kodein bilesiginin elektrokimyasal yanit1 izerinde pH degisikliginin etkisi SDS
icermeyen fosfat tamponu (pH 2.0-10.0) ve SDS varliginda fosfat tamponu (pH 2.0-7.0)
cozeltileri kullanilarak arastirlmistir. SWV ' teknigi ile daha iy1 ayrilmis yanit elde
edildigi i¢in ¢alismanin bu boliimiinde bu teknik kullanilmistir. Deney bulgular1 Sekil
4.17 ve 4.18'de, SWV egrileriyle saptanan ilk yiikseltgenme basamagina iligkin pH-ip, ve
pH- E, grafikleri ise Sekil 4.19 ve 4.20'de sunulmustur.
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flgili sekillerden de goriilecegi iizere, pH>6.0 iizerinde gozlenen ikinci
yiikseltgenme basamagi, islem gérmemis CPE iizerinde elde edilenlere kiyasla (Sekil 4.2

ve 4.6)ilk basamaktan daha iyi ayrilmis ve her iki basamagin belirginlikleri artmistir.
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Sekil 4.17. 1x10* M kodein bilesiginin fosfat tamponu (pH 2.0-10.0) ¢ozeltilerinde

PGA/CPE iizerinde elde edilen SWVegrileri. SW degiskenleri: f =50 Hz,
AEs=10 mV, AEg =30 mV.



54

40

301

AKIM, A

101

Q 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.51
GERILIM, V

Sekil 4.18. 1x10™* M kodein bilesiginin 5 %10 M SDS igeren fosfat tamponu (pH 2.0-
7.0) cozeltilerinde PGA/CPE iizerinde elde edilen SWVegrileri. SW
degiskenleri: f =50 Hz, AEs= 10 mV, AEg, =30 mV.
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Sekil 4.19.1x10* M kodein ¢dzeltisinin fosfat tamponu (pH 2.0-10.0) igerisinde pH-ipve
pH-Epgrafikleri. Elektrot, PGA/CPE; yontem, SWV. SW degiskenleri: f = 50
Hz, AEs =10 mV, AEg, = 30 mV.
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Sekil 4.20.1x10* M kodein ¢dzeltisinin 5x10* M SDS igeren fosfat tamponu (pH 2.0-
7.0) icerisinde pH-ipve pH-Eygrafikleri. Elektrot, PGA/CPE; yontem, SWV.
SW degiskenleri: f = 50 Hz, AEs = 10 mV, AEg, =30 mV.

PGA/CPE kullanilarak elde edilen bulgulardan goriildiigii iizere; en yiiksek pik
akimi degerine islem gérmemis CPE bulgularinda oldugu gibi fosfat tamponu (pH 4.0)
icerisinde ulasilmistir. Benzer bicimde bu ortamda tek basamakli keskin, sivri ve iyi
belirlenmis pikler elde edilmistir.

Kodein molekiiliiniin pK, degerininyapisindaki tersiyeramin grubuna karsilik
geldigi ve ortalama 8.2 degerinde oldugu bildirilmistir (Meloun ve Pluharova, 2000).Bu
nedenle, molekiil bu arastirmada saptanan optimum pH degerinde (pH 4.0) katyonik
yaptya sahiptir. Guanin molekiiliinin ise sulu ¢ozeltilerdeki protonlanmis ve
protonlanmamis yapisi ¢ok derinligine aydinlatilmamis olsa da deneysel olarak
belirlenen pK; degerlerinin, ¢esitli iyonizasyon bdlgelerinin ve tautomerlerin pK,
degerlerinin agirlikli ortalamasim1 temsil eden bir kompozit pKj'yr temsil ettigi
soylenebilir. Jang ve ark., 2003 tarafindan yapilan bir arastirmaya gore, guanin
molekiiliiniin ii¢ pKadegeri vardir(pKa = 3.15 (N7), pKaz = 9.44 (N1) ve pKy3 = 12.61).
Diger taraftan, SDS molekiiliiniin siilfat grubu hidrofilik yap1 olustururken alifatik yan
zinciri ise hidrofobik dzelliktedir (Sekil 2.10). Kritik misel derisimi, CMC = 8.2x10™ M
(Nakamura veark., 1998)altinda olmak kosuluyla olduk¢a yiiksek SDS derisimleri
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cozeltiye eklendigi zaman, elektrot yiizeyinde hemimiseller (yilizey miselleri) olusur.
Yukarida agiklandigi gibi; baslangicta PGA/CPE yiizeyi calisilan analitik deney
kosulunda (pH 4.0), katyonik ve notral tiirlerin karisimi halinde bulunur. Dolayisiyla
SDS molekiilleri pozitif yiiklii PGA film iizerinde elektrostatik etkilesim ile hemimisel
olusturmak tizere (tek tabakali yapi) adsorplanirlar. Daha sonra SDS molekiillerinin
ilavesi ile organik kuyruklart arasindaki hidrofobik etkilesim nedeniyle ikinci bir tabaka
daha olusur (admisel olusumu). Bu durumda, siirfaktan ¢ozelti tarafinda negatif yiiklii
hidrofilik film olusturur (Vittal ve ark., 2006). Bu ¢ift tabakali yapiya bagli olarak,
calisgilan pH degerinde pozitif yiiklii kodein molekiilii ile elektrot yiizeyindeki SDS
admisellerinin negatif yiikli bas grubu arasindaki elektrostatik etkilesimden dolay:
kodein molekiiliiniin elektrot yanit1 yani pik siddeti artar (Sekil 4.21). Bu mekanizma
geregince; pH<4.0 degerlerinde kodein pik siddetinin yiiksek olmasi beklenir. Ancak
yaklagik pH 2.0 dolayinda SDS molekiillerinin protonlanmasi gerceklestiginden

hemimisel olusum kapasitesi diismektedir.
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Sekil 4.21. Kodein molekiiliiniin PGA/CPE yiizeyinde SDS ile etkilesim mekanizmasi.

Bu arastirmada 1.0x10° M-1.0x10% M derisim arah@inda katyonik (pozitif
yuklii) siirfaktan, CTAB igeren ¢ozeltilerle deneyler tekrarlandiginda, elektrostatik
etkilesim zit yonde calistigindan, siirfaktan igermeyen c¢ozeltilere kiyasla kodein
molekiiliinlin yanitinda azalma ve pik geriliminde daha pozitif bolgelere kayma

gbzlenmistir.
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4.2.3.3. Kare-dalga degiskenlerinin etkisi

Calismanin bu boliimiinde, en iyi cihaz kosullarinin belirlenmesi amaciyla

kodein tayini tizerinde SW degiskenlerinin (kare-dalga frekansi, f = 30-200 Hz; adim

gerilimi, AEs=

4-16 mV; kare-dalga amplitiidii, AEgy, = 10-70 mV) etkisi aragtirilmistir.

Deneyler 5x10™* M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4.0) igerisinde gerceklestirilmistir.

Her degisken i¢in diger iki degiskenin degerlerinin sabit tutuldugu kosullarda

voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 4.22).SW voltamogramlarindan elde edilen

bulgularin 15181nda ¢izilen grafikler Sekil 4.23'de sunulmustur.
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Sekil 4.22.1x10™* M kodein ¢dzeltisinin 5x10™* M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4.0)
icerisinde (A) kare-dalga frekansi,f (B) adim gerilimi,AEs; (C) kare-dalga
amplitiidii, AEswdegisiminin incelendigi SW voltamogramlari.
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Sekil 4.23.1x10* M kodein ¢ozeltisinin 5x10* M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4.0)
icerisinde (A)kare-dalga frekansi, f (B) adim gerilimi, AEs (C) kare-dalga

amplitiidii, AEs, grafikleri.
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Voltamogramlar ve grafikler birlikte degerlendirildigi zaman; pik morfolojisi ve
siddeti agisindan en iyi SW degiskenleri olarak; f = 100 Hz, AEs= 16 mV ve AEg, =50 mV

degerleri segilmistir.

4.2.4. Analitik uygulama

Kodein bilesiginin PGA/CPE kullanarak anyonik siirfaktan i¢eren ¢ozeltiler i¢erisinde

elektrokimyasal davranislarinin ayrintili olarak incelenmesinden sonra tez galismasinin bu

bdliimiinde ilgili bilesigin ilag analizlerinde analitik uygulanabilirlik kosullar arastirilacaktir.

4.2.4.1. Calisma elektrotunun analitik performans o6zellikleri

Yukarida elde edilen bulgularin 1s1ginda kodein bilesiginin miktar tayinine yonelik en

Iyi voltametrik ve analitik kosullar Cizelge 4.5'de sunulmustur.

Cizelge 4.5. Kodein tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi deneysel ve
aletseldegiskenler

Voltametrik yontem SWV

Elektrot PGA/CPE

Destek elektroliti Fosfattamponu, pH 4.0 + 5x10™* M SDS
SW degiskenleri

a)f 100 Hz

b) AE 16 mV

C) AEg, 50 mV

Kodein bilesiginin bu kosullarda 2x 107 M = 3x10° M derisim araliginda, her bir
derisim i¢in ayni ¢Ozelti i¢inde licer tekrar yapilarak SW voltamogramlar1 alinmistir
llgili voltamogramlar ve derisim (C)-pik akimi (ip) iliskisiSekil 4.24'de
verilmistir.Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen analitik performans sonuglari ise

Cizelge 4.6'dasunulmustur.
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Sekil.4.24. 5x10™ M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4.0) igerisindefarkli derisimlerdeki
kodein bilesigininPGA/CPE lizerinde elde edilen SWVegrileri. SW
degiskenleri: f =100 Hz, AEs= 16 mV, AEg, =50 mV.

Cizelge 4.6.Kodein bilesigininPGA/CPE iizerinde SWV teknigi ile elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin analitik performans verileri

Gerilim, V +1.13
CalismaArahgi, uM 0.2-3.0

Kesisim -0.216

Egim 1.43
Tekrarlanabilirlik (pik akimi) 5.76

(BSS,%) n: 3

Korelasyonkatsayisi (r) 0.997

LOD, pM 0.013(0.4 ng mL™)
LOQ, uM 0.042

Kodein i¢in gelistirilen PGA/CPEmun tekraredilebilirlik diizeyini saptamak i¢in
8x10" Mderisiminde (dogrusal arahigm ortasma denk gelen derisim) ¢ozeltiler, yukarda
saptanan en-iyi kosullarda hazirlanmis ve bu ¢6zeltilerin ayni giin igerisinde SWV egrileri
kaydedilmistir. Bu egriler {izerinde pik akimi degerleri okunmus ve bulunan degerler giin-igi

olarak degerlendirilmistir.
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Gozlenebilirlik simirt (LOD) ve en diisiik tayin sinir1 (LOQ) degerleri; LOD = 3 s/m;
LOQ = 10 s/m esitligine gore hesaplanmustir. Esitliklerde yer alan S, dogrusallik araligindaki
en disiikderisime karsilik gelen pik akiminin (3 deger ortalamasi olarak) standart sapmasini,
m ise ilgili kalibrasyon esitliginin egim degerini ifade etmektedir.

Cizelge 2.5'den goriilecegi lizere, kodein tayininde genellikle modifiye elektrotlar
kullanilmaktadir. Bu arastrmada PGA/CPE {izerinde gelistirilen voltametrik yontemin
duyarlilk agisindan analitik performansi, daha once kaynakgada kayith olan diger
elektroanalitik yontemlerinkine biiyiik 6l¢tide denklik gostermektedir.

Kodein i¢in gelistirilen voltametrik yontemin bu bilesigin tablet ilag sekline
uygulanmasi amaglanmistir. Her bir tablet icinde 10 mg kodein fosfat yanisira 500 mg
parasetamol ve 30 mg kafein etken maddeleri de yer almaktadir. Bu iki etken maddenin olasi
girisim etkisi olup olmadigini incelemek i¢in 1x10° M kodein, 1x10™* M parasetamol ve
1x10° M kafein igerenkarnisim cozeltisinde en-iyi deney kosullarinda SW voltamogramlari
almmustir (Sekil 4.25). Sekilden de goriildiigi gibi; her {i¢ bilesik de birbirinden ¢ok iyi
ayrilmis pik sekilleri sunmaktadir. Bu gézlem, gelistirilen modifiye elektrotun kodein igin
yiiksek segicilige sahip oldugunun kanitidir.
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Sekil 4.25. 5x10™ M SDS igeren fosfat tamponu (pH 4.0) igerisinde 1x10° M kodein,
1x10* M parasetamol ve 1x 10° M kafein cozeltilerinin PGA/CPE tizerinde
elde edilen SWV egrileri. SW degiskenleri: f =100 Hz, AEs= 16 mV, AEq, =
50 mV.
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4.2.5.Yontemin farmasotik preparata uygulanmasi

Kodein analizi i¢in gelistirilen yontemin pratik uygulanabilirligi, yukarida sozedildigi
gibi bu bilesigin Tiirkiye eczanelerinde satilan Geralgine-K® tablet ilag sekline
uygulanmigtir.  Bolim 3.5'de anlatilan yolla hazirlanmig tablet ¢ozeltilerinin  SW
voltamogramlari standart madde igin hazirlanan kosullarda alinmistir. Tablet analizine iliskin
voltamogramlar ile standart kodein bilesigine iliskin voltamogramlar karsilastinldiginda
egrilerin uyumlu oldugu gdzlenmistir. Voltamogramlar {izerinde okunan pik akimi degerleri
ilgili kalibrasyon egrilerinde yerine konularak tabletlerin i¢erdigi kodein miktart (fosfat tuzu
olarak) hesaplanmistir. Voltametrik yOntemle yapilan analiz sonuglart Cizelge 4.7'de
verilmigtir.Farmakopeler genellikle kabuledilebilir sinir1 %90-110 araliginda 6nermektedirler.
Gelistirilen yontemle bulunan sonuglar oldukga iyi bir degere karsilik geldigi gibi kat1 elektrot
voltametrisi igin iyi bir tekraredilebilirlik elde edilmistir.

Tabletler i¢cinde bulunan diger etken ve dolgu maddelerinin girisim etkisini arastirmak
icin geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Bu amagla, voltametrik hiicredeki tablet ¢ozeltisine
standart kodein ¢ozeltisinden eklemeler yapilmis ve ardindan onerilen yontemle analizleri
gergeklestirilmistir. Kodein geri kazanimi, bulgularin saf kodein ile elde edilen derisim
degerleriyle kiyaslanmasiyla hesaplanmis (Cizelge 4.7) ve ilag katki maddelerinin

yontemimizi etkilemedigi sonucuna varilmastir.

Cizelge 4.7. Gelistirilen voltametrik yontemle kodein (fosfat tuzu) igeren tablet analiz

sonuglari
ila¢ Etiket Bulunan BSS Geri kazanim Geri kazamim BSS
miktar1  miktar® (%) (%)° (%)
Geralgine-K® 10 111 6.9 108.7 5.6

(mg/tablet)

*9 deneyin ortalamasi
®3 deneyin ortalamas1






5.SONUC

"Genel Bilgiler” bolimiinde agiklandigi tizere, kodein ve diger opiyat grubu
bilesiklerin tayinine yoOnelik kaynakcada kayithh c¢alismalar bilyiik Olgiide farkli
bilesenlerle tasarlanmis modifiye elektrotlarin kullanilmasi ile gergeklestirilmistir.Bu
tez kapsaminda sunulan arastirmada ise sulu/yiizey aktif madde igeren ortamda
PGA/CPE iizerinde yeni ve alternatif elektroanalitik bir yontem gelistirilmistir. Onerilen
yontem, higbir organik ¢oziicii kullanmadan, uzun zaman alan ayirma islemlerine ya da
maliyeti yiiksek cihazlara gereksinim duymadan basit bir seyreltme islemi sonrasi ticari
ila¢ sekline uygulanmistir.

Bu calismanin devaminda SDS varliginda PGA/CPE'un ¢ok daha karmasik
ornek ortaminda (idrar)uygulanabilirligi arastirilacaktir.idrarda olasi girisim etkisi
olabilecek biyomolekiiller iirik asit, askorbik asit ve dopamindir. Idrar érneklerinde
farkli elektrotlar kullanilarak elde ettigimiz bulgularin 1s18inda, bu ii¢ bilesenin
yiikseltgenme basamaklarinin genellikle kodein bilesigine kiyasla oldukg¢a diisiik pozitif
gerilim degerlerinde gozlemlendigi sdylenebilir.Dolayisiyla; dnerilen yontemin yiliksek
duyarlilig1, farmasoétik analizler kadar klinik analizler i¢in de umut vaat etmektedir.

Bu arastirmada oOnerilen voltametrik yontem, analitik uygulamasi disinda
farmakolojik acidan da degerlidir. Deney sonuglarindan edinilen bilgi, biyolojik
sistemlerdeki metabolik degisim mekanizmasinin aydinlatilmasinda gelecekteki
caligmalara 151k tutacaktir.

Diger yandan, poli(guanin) {izerinde kaynakcada hepsi yeni tarihli olmak iizere
cok sinirli ¢alisma bulunmaktadir. Guanin ve diger DNA bazlarinin karmasik olan
fizikokimyasal Ozelliklerinin ve kaplama mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi,
yalnizca elektrokimyasal sensor tasarlamak agisindan degil, ayn1 zamanda malzeme
bilimi, biyoloji, ¢evre ve biyomedikal alanlarda yeni uygulamalar i¢in de ¢ok onemli
olabilir. Bu o6nemli bilgiden yola ¢ikarak, PGA film-siirfaktan etkilesimine dayali
bulgular, biyomedikal uygulamalardaki in-vivo ve in-vitro incelemeler igin gelecek

arastirmalara bilgi yollayacag: agiktir.
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kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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Geregini bilgilerinize arz ederim.
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