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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

VOLTAMMETRIK YONTEMLE D-3 VITAMINI (CHOLECALCIFEROL)
TAYINI

Serife KAHYA

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Ali CELIK

Bu calismada, kolekalsiferoliin cok duvarli karbon nanotiip modifiye camsi karbon
elektrot tizerindeki elektrokimyasal davranigi, dongilisel voltammetri yOntemi
kullanilarak  degerlendirilmistir. Hazirlanan modifiye elektrot yiizeyinde
kolekalsiferoliin voltammetrik tayini, dogrusal taramali voltammetri y&ntemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. 5x10°-1x10° M konsantrasyon araliginda 0,9914
korelasyon katsayist ile iyi bir dogrusallik elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri
strastyla 1,710 ve 5,1x10° M olarak hesaplanmustir. Onerilen elektrodun cevabi
kolekalsiferoliin belirlenmesi icin yeterince tekrarlanabilirdir. Onerilen modifiye
elektrot, 300.000 1.U kolekalsiferol/mL iceren ticari bir oral soliisyonda kolekalsiferol
tayini i¢in basariyla uygulanmistir. Oral soliisyondan kolekalsiferolii ekstrakte etmek
icin metanol kullanilarak gerceklestirilen basit bir sivi-sivi ekstraksiyon teknigi
izlenmistir. Onerilen yontem ile elde edilen sonuglar, ticari oral soliisyonun
kolekalsiferol icerigi ile uyum igerisindedir.

Anahtar Kelimeler: Voltammetri, kolekalsiferol, cams1 karbon elektrot, ¢ok
duvarl karbon nanotiip

2019, 55 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF VITAMIN D-3 (CHOLECALCIFEROL) BY
USING VOLTAMMETRIC METHOD

Serife KAHYA

Manisa Celal Bayar University
Faculty of Science and Literature
Department of Analytical Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ali CELIK

Herein, electrochemical behavior of cholecalciferol on a multiwalled carbon nanotube
modified glassy carbon electrode was evaluated by using cyclic voltammetry.
Voltammetric determination of cholecalciferol on the prepared modified electrode was
carried out using linear sweep voltammetry. A good linearity was obtained with a
correlation coefficient of 0,9914 between 5x10° — 1x10° M. The LOD and LOQ
values were calculated as 1,7x107 and 5,1x10° M, respectively. The response of the
proposed electrode was sufficiently repeatable for determining cholecalciferol.
Finally, the proposed modified electrode was successfully applied to the determination
of cholecalciferol in a commercial oral solution that contains 300.000 I.U
cholecalciferol/mL. A simple liquid-liquid extraction technique by using methanol
was followed to extract cholecalciferol from the oral liquid. The results obtained with
the proposed method were in agreement with cholecalciferol content of the
commercial oral solution.

Keywords: Voltammetry, cholacalciferol, glassy carbon electrode, multi walled

carbon nanotube

2019, 55 pages



1. GIRiS

D vitamini, viicuttaki kalsiyum ve fosfor seviyelerinin diizenlenmesinde yer
alan yagda ¢6ziinen vitaminler grubundan bir vitamindir. D vitamini, ayn1 zamanda
kalsiyum ve fosfat emilimi ve metabolizmasindaki rolii ile kemik ve kas saglig
acisindan da ¢ok onemli bir prohormondur [1]. D vitamini besin kaynaklarinda
neredeyse bulunmamaktadir. Bitkisel gidalarda (6rnegin sebzeler, meyveler veya
tahillar) bulunmazken, balik karacigeri yaglari ve balmumu yapragi (Solanum
glaucophyllum) gibi istisnalar disinda et ve diger hayvansal gida kaynaklarinda diisiik
miktarda bulunmaktadir. Insan viicudu D vitaminini sentezlemek i¢in giines 1s181ndan

ultraviyole B (UV B) radyasyonunu kullanir.

D vitamininin tayini i¢in farkli temel ilkeye dayanan ydntemler
kullanilmaktadir. Bunlar; kromatografik ayirmaya dayali olarak yapilan yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ve sivi kromatografi —kiitle

dedektoriiniin kullanildigi LC-MS/MS yontemleridir.

Literatirde D vitamininin elektrokimyasal 6zellikleri ve tayinine ilgkin sinirlt
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ozellikle déniisiimlii voltammetri kullanilarak yapilan

caligmalar dikkat ¢ekmektedir.

Bu calismada, kolekalsiferoliin MWCNT ile modifiye edilmis camsi1 karbon
elektrot (GCE) tzerindeki elektrokimyasal davranisi, dongiisel voltammetri (CV)
kullanilarak degerlendirilecek ve hazirlanan elektrot iizerinde kolekalsiferoliin nicel
tayini i¢in optimum sartlarin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica bu ¢alismayla
belirlenen sartlar altnda voltammetri yontemi kullanilarak piyasada takviye ilag olarak

kullaniln ticari soliisyonlarda D3- vitamini tayini hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

[k vitaminin kesfedildigi 1910 yilindan 1940’a kadar, McCollum ve Davis’in
gerceklestirdikleri ilk ¢alismalar; D vitamininin tanimlanmasi, kemik olusumunda ve
kalsiyum diigiikliigline baglh kaslarda gelisen istemsiz kasilmalarin dnlenmesindeki

roliine iliskin arastirmalara 6nemli katki saglamistir [2].

Insan viicudu D vitaminini sentezlemek icin giines 1s13ndan ultraviyole B
radyasyonunu kullanir. D vitamininin iki formu bulunmaktadir. Bunlar; Vitamin D3

(kolekalsiferol) ve Vitamin D2 (ergocalciferol)’dir.

D2 vitamini yapisi, 1931 yilinda Askew ve arkadaglari tarafindan ortaya
cikarilmig [3] ve D3 vitamini yapist Windaus ve arkadaslari tarafindan sentetik yollarla

belirlenmistir [4].

D vitamini, normal olarak deride previtamin D iiretmek amaciyla bir kolesterol
tiirevine (7-dehidrokolesterol) etkiyen fotolitik siire¢ araciligiyla iiretilmektedir. Bu
previtamin D ise daha sonra yavasca D3 vitaminine izomerize edilmektedir. D3
vitamini, ciltte tiretilen D vitamininin dogal formudur ve D2 vitamini, dogal kosullar
altinda planktonda belirli diizeye kadar gerceklesen ergosterol 1sinimindan
tiiretilmekte ve kiif mantarindan (ergot, yaklasik % 2 ergosterol icerir) D2 vitamini
tiretmek i¢in kullanilmaktadir. Diger 6nemli bir husus, yasam boyu D vitamininin
gerekli olmasidir. D vitamini kemik olusumu i¢in gerekli olmasi yani sira birgok farkli
fizyolojik sistemde de Onemli rol oynamaktadir. D vitamini, baz1 viicutta cesitli
bozulmalara yol acan hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir ve ayrica bir antikanser

ajan olarak rol oynayabilir [5].

Bununla birlikte, 20. ylizyilin ikinci yarisindan elde edilen bulgular, D
vitamininin vitamin yerine bir prohormon oldugunu gostermistir. D vitamini besin
kaynaklarinda neredeyse bulunmamaktadir. Bitkisel gidalarda (6rnegin sebzeler,
meyveler veya tahillar) bulunmazken, balik karacigeri yaglar1 ve balmumu yaprag:
(Solanum glaucophyllum) gibi istisnalar disinda et ve diger hayvansal gida
kaynaklarinda diisiik miktarda bulunmaktadir. Iskeletin minerallesmesine ve kandaki
kalsiyum ve fosfor konsantrasyonlarinin artmasina ek olarak, D vitamini paratiroid
biliylimesini ve paratiroid hormon {iretimini diizenledigi bilinmektedir. Ayrica

pankreasin adacik hiicrelerinde rol oynar, bagisiklik sistemi tizerinde 6nemli bir etkiye



sahiptir ve bazi otoimmiin hastaliklarin ve kanserlerin baskilanmasia katki
saglayabilir. D vitamini diyetinden maksimum fayda elde etmek ve belirtilen
hastaliklara iliskin riskleri azaltmak amaciyla tavsiye edilen D vitamini alim dozu

yiiksek olmalidir [6].
D vitamininin iki formu bulunmaktadir (Sekil 1) [1]. Bunlar;
1. Vitamin D3 (kolekalsiferol),

2. Vitamin D2 (ergocalciferol)’dir [7].

Vitamin D3 formu hayvansal kaynakli gidalar tiikettigimizde ve giines tarafindan
UV B radyosyonuna maruz kaldigimizda deri tarafindan tiretilir. Vitamin D2 bitkiler

tarafindan sentezlenir, takviyelerde bulunan formudur [1].

Vitamin D, Vitamin D,
(Ergocaiciferol) (Cholecalotterol)

Sekil 1: Vitamin D2 & Vitamin D3

Vitamin D viicutta 25-OH Vitamin D seklinde depolanir. Viicuttaki D vitamini
seviyesinin 6l¢timii i¢in klinik olarak 25-OH Vitamin D kullanilir [1]. Vitamin D
hormonunun hiicre farklilasmasi ve hiicre biiylimesi iizerindeki metabolizmasi
kardiyovaskiiler sistem, merkezi sinir sistemi, endokrin sistemi ve bagisiklik

sistemlerini etkilemektedir [8, 9].



2.1. D Vitaminin Onemi

D vitamininin aktif formu olan 1,25(0OH)2D3 viicutta hormon gibi iglev géren
bir maddedir. 1,25(0OH)2D3 bir¢ok hormon gibi kolesterolden sentezlenmektedir.

Hormonlar viicutta 2 sekilde yol almaktadir:

1. Hiicre zarindan hiicre i¢ine girdikten sonra hiicre i¢i sivida yilizerek hiicrenin
beyni olan hiicre ¢ekirdegine ulasirlar.
2. Hiicre zarinda “reseptor” denen bir algilayict molekiile baglanir ve bu molekiil

yoluyla hiicre beynine mesaj yollarlar.

D vitamini ikinci yolu tercih eder, bircok dokunun hiicre zarlarinda onu
algilayan reseptorler yer almaktadir. D vitamini bu reseptorler araciligiyla hiicre beyne
gerekli uyarilart gondermektedir. Beyinden gelen yanita gore gerekli genetik
degisiklikler yapilarak, hedeflenen islevler gergeklestirilmektedir. D vitamini i¢in bu
islev kimi zaman pankreas hiicrelerinin insiilin salinimini artirmak, kimi zaman da

kansere kars1 bagisiklik sisteminde hiicrelerin aktivasyonunu saglamaktir.

D vitamini, kimyasal bir mesajc1 gibi davranarak gittigi hiicrelerdeki iyon
kanallarim1 acarak genetik diizeyde degisiklik yapan sinyaller tasir. Bu baglamda
etkiledigi hiicreler Sekil 2° de goriilmektedir. Bu hiicreler;

e Bagisiklik sistemi hiicreleri

e Mide

e Prostat
o Akciger
o Kemik

e Paratiroid bezi

e Pankreasin insiilin salgilayan hiicreleridir.

Aktif D vitamini viicutta, dolayl olarak 2000’den fazla geni etkilemektedir. Bu
genler, viicuttaki toplam genlerin % 6’sm1 olusturmaktadir. D vitamini, kemik
metabolizmasi ve kalsiyum ve fosfor dengesinde (kalsiyum homeostazi) bilinen temel
(kalsemik) etkilerinin yani sira kilcal damar hiicreleri, damar diiz kasi, kalp kasinin da
dahil oldugu birgok dokuda, D vitamin reseptoriiniin varliginin gosterilmesiyle hiicre

6liimii (apoptoz), kan hiicreleriyle alakali 6demler (inflamasyon), hiicre ¢cogalmasi gibi



kalsiyumla ilgili olmayan (non-kalsemik) fonksiyonlarda da etkisinin oldugu ortaya
konmustur. Ayrica yapilan son g¢alismalarda hipertansiyon, kalp-damar (kardio-
vaskiiler) hastaliklar1, insiilin direnci ve gesitli kanser tiirleri ile D vitamini eksikligi

arasinda iliski gosterilmistir [10, 11, 12].

D vitamininin kalsiyum dengesindeki rolii kalsiyumun bagirsaktan kemiklere
tasinmasini saglamaktir. Bu nedenle menopozda D vitamini seviyesi dolayli olarak
azaldigindan, bireylerin kalsiyumca zengin gidalar alsa dahi emilim saglanmamasi

nedeniyle kemiklerde zayiflama olmaktadir.

Kalsiyum Metabolizmasi
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Sekil 2: Kalsiyum Metabolizmasi

Kas hiicreleri gibi insiiline tepki veren hiicrelerde kalsiyum mineralinin hiicre
ici ve dis1 dengesi son derece 6nemlidir. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin ¢ok hassas bir
sekilde belirli diizeyde tutulmasi gerekmekte ve bu gorevi D vitamini tistlenmektedir
[13].

2.2. D Vitamini Sentezi

D vitamini sentezi Sekil 3’ te yolagi da Sekil 4” te goriildiigii gibi kolesteroliin
oksidasyonu ile baglamaktadir. Kolesterol okside olarak 7-dehidrokolesterole doniisiir
ve deriye iletilir. Bu molekiil cilt iist derisinin hiicrelerinin ve bag dokusunun hiicre
zarlarinda depolanmaktadir. Giinesten UV B radyasyon 1sinlar1 (UV B, 280-320 nm)

ile 6ncili D vitaminine doniisiir [1].



Deride olusan veya disaridan alinan vitamin D, bobrekler ve karacigerde seri
enzimatik doniistimler ile biyolojik aktif formuna doniislir. D vitamini karaciger ve

bobreklere D vitamini baglayici proteini ile tagmir [1].

Baglayic1 proteine baglanan Vitamin D karacigerde karaciger sitokrom
enzimine transfer edilir. Burada 25-hidroksilaz enzimi tarafindan vitaminin 25-OH
Vitamin D [25-(OH)D] (Calcidiol) olarak adlandirilan biiyiikk dolagim formuna (25
numaralt karbona bir hidroksil eklenir) doniisiir. 25-hidroksilaz enzimi 25
konumundaki vitamin D2 ve vitamin D3’ e esit hidroksil baglayabilmektedir. Inaktif
25-OH Vitamin D metabolitinin kan dolasiminda baglayici proteine baglanarak
sirkiilasyonu gergeklesir. D vitamininin bdbrek kanallarinda hidroksile edilerek

hormonel biyoaktif formu elde edilir.

Bobreklerde mitokondirial sitokrom enzimi 25-hidroksivitamin D-1 o-
hidroksilaz tarafindan 25-OH Vitamin D’ den 1,25(0OH).D3 [l1a,25-(OH).D]
(Calcitriol)’ e (1 a pozisyonundaki karbona hidroksil eklenir) doniisiir [1].
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Sekil 3: D Vitamini Sentezi
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Sekil 4: D Vitamini Sentezi Yolagi [1].
2.3. D Vitamininin Metabolizmasi

D vitamini metabolizmasinin ii¢ temel asamasi bulunmaktadir. Bunlar; 25-
hidroksilasyon (25 numarali karbona hidroksi baglanmasi), 1a-hidroksilasyon (1o
konumlu karbona hidroksi baglanmasi) 24-hidroksilasyon (24 numarali karbona
hidroksi baglanmasi). Bu asamalar sitokrom karma islevli oksidaz enzimleri tarafindan
gergeklestirilir. Bu enzimler endoplazmik retikulumda ya da mitokondride

bulunabilmektedir [14].

Serumda bulunan D vitamini ve metabolitleri, bol miktarda D vitamini baglayici
proteine (serum konsantrasyonlar1 4-8 mM) baglanmaktadir. Diger bir ifadeyle,
serumda serbest D vitamini bilesiklerinin yalnizca ¢ok kiiciik bir kism1 bulunmaktadir

ve bunlar mitokondiride bulunan enzimin substratlaridir. [15].



2.4. D Vitaminin Viicuttaki Diizeyleri ve Hastaliklarla Korelasyonu

Bireylerde D vitamini diizeylerinin belirlenmesinde siklikla dolagimdaki 25-
OH Vitamin D 6lgiimiinden yararlanilmaktadir. Aktif form 1,25(OH)2D3’ nin yerine
bu formun kullanilmasinin nedeni, dolasimdaki yarilanma 6mriiniin 2-3 hafta kadar
olmasi ve dolasimda 1000 kat daha diisiik diizeyde bulunan 1,25(0OH)2D3’ye gore
6l¢iimiiniin daha giivenilir olmasidir. Normal serum D vitamin diizeyi ile ilgili olarak

net bir goriis birligi olmamakla birlikte dolasimdaki serumda;

e >30ng/mL olmasi1 normal
e <20 ng/mL olmas1 D vitamin yetmezligi,

e 21-29 ng/mL arasinda olmasit D vitamin eksikligi olarak tanimlanmaktadir

[16].

D vitamini aliminda giinlik maksimum diizey 50 pg (2000 1U) olarak
belirlenmis, bu sinirin asilmasi durumunda hipervitaminosis olarak tanimlanan toksik
etki meydana gelebilecegi ifade edilmistir. Bu etki sonucunda kanda kalsiyum ve
fosfor artacagi, bobreklerde kalsiyum ve fosfor tuzlari birikecegi, kemik ve dislerde
kire¢ azalmasi goriilecegi ongoriilmektedir. Ayrica toksik etkinin bazi ¢ocuklarda

oliime bile yol agabildigi belirtilmektedir [17].

Literatiirde D vitamini ve kanser iligskisine dikkat ¢eken en eski ¢aligmalar 1951
ve 1955 yillarina ait olup, ¢aligma konular1 deri kanserinin yiiksek doz D vitamini ile

tedavi edilmesidir.

Hiicresel arastirmalarda D vitamininin kanser hiicrelerinin {iremelerini
yavaglatip, kanserli hiicrelerin yok olmasimi kolaylastirdigi saptanirken; hayvan
deneylerinde de D vitamini eksikliginin kanser ve bozuk bagisiklik sistemi ile

seyreden hastaliklarin gelisimini artirdig: ifade edilmektedir [18].

Giliniimiize kadar gergeklestirilen ¢alismalar, D vitamininin antikanserojen etki

mekanizmalarin1 ortaya koymustur. Bu ¢alismalarda ortaya konan mekanizmalar su

sekilde siralanabilir [19]:

e Hiicre biiylimesini tetikleyen sinyallerin baskilanmasi,

e Hiicre biiyiimesini inhibe eden sinyallerin tetiklenmesi,



e Hiicre ¢ogalmasi, hiicrelerin bagka dokulara tasmmmasi ve damar

olusumunun inhibisyonu
2.5. D Vitamini Kaynaklar

Normal kosullarda insan viicudunun igerdigi D vitaminin %90-95’1 gilines
isinlarimin etkisiyle deride sentezlenmektedir. D vitamininin 6zellikle besinlerin
icerigine katilmamasi durumunda, besinlerle alinan vitamin D’nin diizeyi azdir [20].

D vitamininin bulundugu mantarlar disindaki hayvansal ve bitkisel gidalar su sekilde

siiflandirilabilir:
Hayvansal gidalar;
e Tereyag, o Ogzellikle yagh olan tuzlu su
o Siit, (deniz) baliklarindan somon,
e Yulaf, e Sardunya
e Yumurta sarisi, e Ton baliginda

e Siviyaglar,

e Karaciger,

Bitkisel gidalar;
e Maydanoz, e Tath patates
e [sirgan otu, e Yonca

Morina baligmin karaciger yagi D vitamini agisindan en zengin besin
kaynagidir. Ayrica somon, uskumru, sardalya gibi diger yaghi balik tiirleri, siit,
yumurta sarisi, tereyagi, tath patates, yulaf, brokoli, maydanoz, yosun ve mantar gibi
besinler yliksek miktarda D vitamini icermektedir. Ancak higbir gida maddesi, insan
viicudunun giinliik D vitamini gereksinimini karsilayabilecek diizeyde D vitamini

icermemektedir [21].
2.6. D Vitamini Tayin Yontemleri

25-OH vitamin D’nin tayini birgok teknolojik yenilik ile beraber gelismistir.
Yogun is giicii gerektiren ve pahali ekipman ile biiyiikk 6rnek hacimleri gerektiren
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilmistir.  Cesitli
tiirlerden dogal olarak olusan D vitamini baglayici protein kullanilarak bir¢ok deney

gelistirilirken, 6nislem adimlar1 olarak ekstraksiyon veya kromatografik saflagtirma
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gerektirmektedir. Bu analizler genellikle endojen D vitamini metabolitleri ile 6nemli
etkilesimlere ve ¢apraz reaktivitelere maruz kalmistir. Baglanma protein analizleri, 3H-
(trityum) ya da '®I- (iyot 125) etiketli isaretleyicilerin kullanildig1 radyo-
immiinoanalizler (RIA) ile degistirilmistir. Son zamanlarda, otomatik kemiltiminesans
bazli analizler, vitamin D baglayict protein veya serum 25-OH Vitamin D
konsantrasyonlarinin dl¢iimiinde spesifik bir antikor kullanilarak kullanilabilir hale

gelmistir [22].

l D ViTAMINi

Ligand-binding Kro_r_natografik Elektroanalitik yontemler
ybéntemler yontemler
HPLC LC-MS/MS

RIA

ELEKTROKEMILUMINESANS -
l VOLTAMMETRI

Sekil 5: D Vitamini Tayin Yo6ntemlerinin Siniflandirilmasi

Gilinliimiizde kullanilan D vitamini 6l¢lim yontemleri Sekil 5° te verilmistir.
Bunlara ek olarak Immunoassay yontemleri ile de yapilabilmektedir. Immunoassay
yontemlerde kullanilan antikorlarin hangi D vitamini tirevini tanidigi 6nem

kazanmaktadir [23].

Immiin testlerin dezavantajlar1 olmasina ragmen avantajlart da bulunmaktadir.
Otomatik sistemler olmasi yaninda verimli ve ucuz olmalar1 avantajlar1 arasindadir.
Ancak toplam D vitamini 6l¢iimii konusunda yetersiz olmasi, D vitamini ile baglayici
proteini tam verimli ayiramamasi, Ornek matris etkilerine dayanikli olamamasi
dezavantajlar1 arasindadir. Kromatografik yontemler immiin yontemlere gére daha
uzun, daha karmasik ve daha pahali yontemlerdir. Kromatografik yontemler D
vitamini ile baglayici proteini tam verimli ayirabilen ve D2 ve D3 vitaminlerini ayri

ayr Olgebilen kesinlikte yontemlerdir [24].
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2.6.1. Ligand-Binding Yontemler
2.6.1.1. RIA

Radyoimmunoassay (RIA), ¢ok yiiksek duyarlilifa sahip bir antijenin varligin
oOlgen in vitro bir testtir. Temel olarak belirli bir antikorun mevcut oldugu herhangi bir
biyolojik madde, dakikalik konsantrasyonlarda bile Olgiilebilir. RIA yoOntemi,
radyoizotop etiketlemenin yiiksek duyarliligini  immiinolojik reaksiyonlarin
belirginligi ile birlestirmektedir. Bu prosediir, ¢esitli eser miktardaki biyolojik

maddelerin analizi i¢in klinik kimya alaninda genis ¢apta uygulanmaktadir [25].

RIA’da hedef antijen radyoaktif olarak etiketlenmekte ve spesifik antikorlarina
baglanmaktadir (sinirli ve bilinen belirli bir antikor miktar1 eklenmelidir). Daha sonra
etiketlenmis antijenlerin ve spesifik antikorlarla serum numunesinden etiketlenmemis
antijenlerin hazirlanisindan bir reaksiyon baglatmak amaciyla 6rnek eklenmektedir.
Antikorlara iliskin rekabetci reaksiyon, belirli bir miktarda etiketli antijeni serbest
birakmaktadir. Bu miktar, etiketlenen ve etiketlenmeyen antijen orani ile orantilidir.
Daha sonra serum numunesinde antijen miktarinin tiiretilmesini miimkiin kilan bir
baglanma egrisi iretilebilmektedir. Bu reaksiyon, etiketlenmemis antijen
konsantrasyonu arttik¢a etiketlenen varyanti yer degistirerek antikora baglandig
anlamia gelmektedir. Bagli antijenler daha sonra baglanmamis olanlardan ayrilir ve
slipernatantta kalan serbest antijenlerin radyoaktivitesi 6l¢iiliir. Bilinen bir standart
kullanilarak bir baglanma egrisi olusturulabilir ve bu da numunedeki antijenlerin

miktarmnin tiiretilmesini saglar.

Genellikle *2°I etiketleri kullanilirken, **C ve 3H gibi diger izotoplar da tercih
edilmektedir. Yiiksek diizeyde spesifik aktiviteli radyoizotop (*?°I) antijen, saf
antijenin tirozin kalintisi/kalintilar1 izerindeki kloramin-T veya peroksidaz yontemleri
ile iyodinasyonu araciligiyla hazirlanmakta ve daha sonra radyoizotop antijeni serbest

izotoptan jel filtrasyon veya HPLC araciligiyla ayirmaktadir [26].
2.6.1.2. Elektrokemiliiminesans

Otomatik kemiliiminesans temelli analizler, vitamin D baglayic1 protein veya
serum 25-OH Vitamin D konsantrasyonlarinin 6lgiimiinde spesifik bir antikor
araciligiyla kullanilabilir hale gelmistir. Bu analizler, D vitamini degerlendirmesinin

genel uygulayicilar icin daha erisilebilir olmasini saglama potansiyeline sahiptir.
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Modern klinik laboratuvarlar igin test metodolojilerinin dogrulanmasinin zorunlu
oldugu kabul edilmektedir [22].

Elektrokemiliiminesans yontemi, D vitamini kiti kompetitif immunoassay
prensibine dayanmaktadir. Bu yontemde D vitamini baglayici proteini Rutenyum ile

isaretli ve isaretsiz formlar1 vitamin D2 ve vitamin D3’e¢ baglanmak igin rekabet

etmektedir [23].
2.6.2. Kromatografik Yontemler
2.6.2.1. HPLC

HPLC yontemleri gegmiste altin standart olarak kabul gormiistiir. Daha fazla
numune hacmi gerektirmesi, yogun insan giicline ihtiyag duymasi ve analizin uzun
zaman gerektirmesi, HPLC’nin dezvantajlarindandir. HPLC-UV teknikleri ayni1 anda
25 (OH) D2 ve 25 (OH) D3 seviyelerini de belirleyebilmektedir [27].

Gintimiizde EN 12821 gida maddelerinde ergokalsiferol ve kolekalsiferol
tayini i¢in standart analitik yontem kullanilmaktadir. Seg¢ilen gida maddelerinden
sabunlagma sonrasi vitaminler uygun bir ¢oziicii ile ekstrakte edilmektedir. Bu
vitaminlerin uygun Ornek ekstraktlarda belirlenmesi genellikle normal fazli yari-

verimli HPLC ve ardindan ters fazli analitik HPLC ile gergeklestirilir [28].
2.6.2.2. LC-MS/MS

Son yillarda “altin standart yontem” olarak kabul géren LC-MS/MS, kullanmis
oldugu internal standartlar ve fizikokimyasal metodundan dolayr dogru ve kesin
sonuclar vermektedir. HPLC’ye gore daha hizli sonu¢ vermekte ve daha diisiik
numune hacmi kullanmaktadir. 25 (OH) D2 ve 25 (OH) D3 ayrimini yapabilmektedir
[29]. Ornekteki bilesiklerin kolaylikla hareket edebilen iyonlara (gogunlukla pozitif)
dontistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiik oranina gore siralanmasiyla elde edilir.
Iyonizasyon isleminde, ¢ogunlukla kiitle dagilimi ana maddeye gére 6zel olan, bir
pozitif tanecikler serisi meydana gelir. Kiitle spektrometresi de bu gercek iizerine

kurulmustur. Bir kiitle spektrumu kimyasal yap1 hakkinda 6nemli bilgiler verir.

LC-MS/MS nispeten daha duyar ve kesin bir yontem olmasina ragmen, ¢ogu
laboratuvar, deneyimli personel ve yiiksek maliyetli alet ekipman gerektirmesi

sebebiyle bu yontemi kullanmaktan kaginmaktadir [30].
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2.6.3. Elektroanalitik Yontemler
2.6.3.1. Voltammetri

Voltammetri, elektroda uygulanan potansiyelin bir fonsiyonu olarak akimin
Ol¢iilmesine dayali potansiyel kontrollii dinamik bir elektrokimyasal yontemdir.
Voltammetri, derisim polarizasyon sartlar1 altinda bir elektrokimyasal hiicrede olusan
akimin Ol¢lilmesine dayanan, elektrokimyasal siiregler igerisinde akim ve potansiyel
arasindaki iligkinin kati elektrot (membran, metalik, karbon elektrot) kullanilarak

olgiildigii teknikler toplulugudur [31, 32].

Analizi yapilacak uygun ¢ozelti ile doldurulan elektroliz hiicresine gittik¢e artan
potansiyel farklar1 uygulanir ve hiicreden gecen akim degerleri okunur. Potansiyel

farka karsilik akim grafigi olusturuldugunda elde edilen egri voltammogramdir [32].

Ik voltammetrik teknikler yalnizca 2 elektrodun kullanimina dayanmasina
ragmen, modern voltammetri sekilde sematik olarak gosterilen 3°lii potansiyostatindan

yararlanilmaktadir.

Giig
kaynag

\Z/

A(I_Baw

Sekil 6: Potansiyostat Cihazinin Sematik Gosterimi

e A: Yardimci elektrot e W: Calisma elektrodu

e R: Referans elektrot e i; Galvanometre

Voltammetri analitik uygulamalar1 disinda, anorganik, fizikokimya ve
biyokimyada, ¢esitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme-indirgenme olaylarinin

ve adsorbsiyon olaylarmin incelenmesinde ve kimyasal olarak modifiye edilmis
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elektrot yiizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalar1 gibi bazi temel arastirma

alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Voltammetride ¢esitli sinyal dalga sekillerine gére voltammetrik tekniklerin

isimlendirilmesi asagida Sekil 7’ de verilmistir.

Dalga Tiar Elektroanalink Teloukler

Sabat E LCET Amperomeinl: tirasyvon

ASV ile toplama
Eontrolli knlometn

Dogusal E tarama
// Tek tarama veltametrisi

Polaregrafi

M Drawigiiahii taramma Domiisinnli voltametn

r ﬂ | | | Genlile artnas ile pulslar Normal puls veltametiisn

Potansivel

Dogirsal E tarama Diferamsivel puls veltametrisi

g -
Egwi_ Basamak seklinde are dales vakameiyisi
T ardarda eklenmis are dalga voltanetrisi

simetril pulsla

ty
—
_’_’_‘_l_'—'— Basanak Hidradim il voltametri

Zatnan

Sekil 7: Voltammetrik Teknikler I¢in Potansiyel Uyari Sinyalleri

Voltammetri deneyleri iiclii elektrot sisteminde gerceklesir (Sekil 8). incelenen
elektrokimyasal olayin gerceklestigi elektrot potansiyeli degisen elektrot olup ¢aligma
elektrodu admi almaktadir. Calisma elektrodunun islevi elektrokimyasal Ol¢iim

bolgesini olusturmaktir.

Calisma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesinden dolay1 olusan akim
katodik akim, yiikseltgenmesinden dolayr olusan akim ise anodik akim olarak

tanimlanmaktadir. Calisma elektrotlar1 amaca bagli olarak soy (inert) veya soy
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olmayan metallerden se¢ilebilmekte ve voltammetride siklikla GC, Pt, Au, HMDE ve
MFE tercih edilmektedirler.

Genel anlamda bir ¢calisma elektrodu;
e iletken olmali,
e calisilan potansiyel araliginda inert olmali,
e negatif potansiyel sinir1 yiiksek olmali,
e istenilen geometrik sekil kolaylikla verilebilir ve kolay islenebilir

olmalidir.

Ikinci tiirden metalik elektrotlar olarak bilinen referans elektrotlarin potansiyeli
deney siiresince sabit kalir ve polarize olmayan elektrotlardir. Referans elektrodun
potansiyeli olduk¢a sabit olup, hiicrede potansiyeli OSlgiilen diger elektrotlarin
kiyaslanmasi i¢in referans kabul edilmektedir. Referans elektrot olarak Ag/Ag™,
Ag/AgCl, SHE ve SCE siklikla kullanilmaktadir.

Ideal bir referans elektrot;
e tersinir olmali ve Nernst esitligine uymali,
e potansiyeli zamanla degismemeli,
e az miktarda akim ge¢cmesi ile potansiyelinde degisme olmamali,

e potansiyeli, sicaklik degisimlerinden fazla etkilenmemelidir.

Karsit elektrot olarak ta adlandirilan tigiincii elektrot yardimci elektrottur.
Yardimci elektrotlar elektronlar igin kaynak olusturarak pilden akimin ge¢mesini
saglamaktadir. Genellikle soy metallerden se¢ilen yardimci elektrotlarin potansiyeli

bilinmemekte ve 6l¢lilmemektedir.
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Sekil 8: Uclii Elektrot Sistemine Ornek

Dengedeki bir elektrokimyasal hiicreye disaridan denge potansiyelinden farkli
bir potansiyel uygulanirsa, sistem yeniden dengeye ulagsmaya caligir ve bu sirada bir
elektrot tepkimesi olur, yani akim geger. Voltammetrik hiicrede yer alan ve alani gok
kiiciik olan bir mikro calisma elektrodu ile bir karsilastirma elektrodu arasina
uygulanan ve degeri zamanla degistirilen potansiyele karsi, ¢aligma elektrodu ile karsit
elektrot (iki elektrotlu hiicrelerde ¢alisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu)

arasindaki akim olgtiliir.

Voltammetride, herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranigini incelemek
icin elektroda uygulanabilecek potansiyel araliginin sinrlari, kullanilan g¢aligma

elektrodu, ¢oziicii ve elektrolitin tiirlerine baglidir.

Elektrokimyasal bir hiicrede kullanilan elektrolit ok basit bir sulu ¢oziicii, tuz
karisimlarinin ¢ozeltisi, bir pasta veya bir kat1 hatta bir gaz dahi olabilir. Ancak,
ozellikle bu son sayilan elektrolitler kimyadan ¢ok fizigin alanina girmektedir. Genel
olarak bir elektrolit bir ka¢ bilesen igerir ve bu bilesenlerin her biri hiicrede yapilan

gbzlemi etkiler. Bu bilesenler; ¢oziicii, destek elektrolit, tampon ve diger maddelerdir.

Esas olan ¢oziiclinlin varligidir. Ancak, diger bilesenler de hemen hemen daima
bulunur. Coziiciilerde aranan en 6nemli 6zellik yiiksek dielektrik sabitine sahip
olmasidir. En ¢ok kullanilan ¢oziiciiler ve dielektrik sabitleri; su, 80; DMF, 36.7;
DMSO, 46.7 ve ACN, 37.5 ‘dir. Polaritesi daha diisiik ¢oziiciiler de voltammetrik

caligmalarda kullanilabilir. Ancak, yeterince iletkenligi saglamak icin ortama destek
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elektrolit ilave edilir. Cesitli tuzlar, asitler ve bazlar sulu ortamda destek elektrolit

olarak kullanilabilir.

Elektroanalitik 6l¢iimlerin ¢ogu sulu ortamda yapilmaktadir. Bu nedenle su en
onemli elektrokimyasal ¢oziiclilerden biridir. Cok yiiksek saflikta elde edilebilmesi,
ucuzlugu, toksik olmamasi, baska coziiciilere kiyasla ¢ok fazla sayida ve tiirde
maddeyi ¢ozebilmesi suyun en biiylik avantajlaridir. Dezavantaji ise 6zellikle biiyiik

molekiillii organik bilesikleri yeterince ¢cozememesi ve protik bir ¢oziicli olmasidir.

Ortamin iletkenligini ve elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine yalnizca
diftizyonla taginmasini saglamak i¢in destek elektrolit kullanilir. Destek elektrolit bu
goreve ek olarak bazi uygulamalarda ortamim pH’ sini ayarlayan bir tampon ya da

ortamda bazi iyonlar1 komplekslestiren bir ligand gbrevini de gorebilir.

Ayrica normal sartlarda havayla dengede olan bir ¢ozeltideki ¢oziinmiis olarak
bulunan elektroaktif oksijen molekiilii konsantrasyonu 2x10* M ’dir. Bu
konsantrasyondaki oksijen oldukga belirgin bir pik verir. Bu pik hem asidik hem de

bazik ortamda asagidaki tepkimeleri meydana getirir:
Asidik ¢ozeltide;
Oz +2e +2H" ¢—=> H:02 (Birinci indirgenme)
O, + 4e + 4H* ¢—= 2H.0 (Ikinci indirgenme)
Notral veya bazik ¢ozeltide;
O2+2e +2H20 ¢—= H202+ 20H" (Birinci indirgenme)
O +4e +2H0 ¢—— 40H" (Ikinci indirgenme)

Bu reaksiyonlarin ortamda gerceklesmesinin istenmedigi durumlarda elektroliz

ortaminda inert bir gaz, genellikle N2, uzun bir siire gegirilmelidir.

Genel voltammetrik dl¢timler i¢in kullanilan elektrokimyasal hiicreler, 5-50 mL
cozelti ile caligabilecek sekilde yapilmistir. Teflondan yapilmis kapaga elektrotlar
takilir. Bir ince boru yardimiyla c¢ozeltiden N2 gazi gecirilir. Hiicre ylizeyde

adsorpsiyon yapmayan camdan imal edilmistir. Sicaklik kontroliiniin gerektirdigi
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Olciimlerde hiicrenin dis kisminda suyun dolasmasina izin veren Ozel hiicreler

kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal hiicreler iki elektrotlu ve {ii¢ elektrotlu olmak iizere
siniflandirilabilir. ki elektrotlu hiicrelerde bir ¢alisma elektrodu ile referans elektrot
bulunur. Referans elektrot uygun yapilmigsa potansiyeli, ¢ozeltiden akim gegisiyle
degismez. Ancak bazi durumlarda ¢alisma elektrodunun potansiyeli 6zellikle ¢ozelti
direncinden dolay1 degismektedir. Bu nedenle direnci diisiik ¢6zeltinin kullanilmamasi
veya elektrodun birbirine ¢ok yakin yerlestirilmesi gereklidir. Bu problemlerin ortadan
kaldirilmas icin ii¢ elektrotlu hiicreler gelismistir. Ug elektrotlu sistemde ¢alisma
elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrot bulunur. Ug elektrotlu hiicrelerde ¢alisma
elektrodu ve referans elektrodun yerlesmeleri oldukca esnektir. Ek olarak diger bir
avantaji, akim referans elektrot {izerinden gecmez. Ek bir devreyle potansiyel ¢alisma
elektrodu ile referans elektrot arasinda kontrol edilir, fakat ¢calisma elektrodu ile karsit

elektrot arasindaki hiicre akimu dlg¢iiliir.

Bir elektrokimyasal hiicrenin ¢alismasi sirasinda maddenin elektrot ylizeyine
aktarimi ii¢ yolla olur. Bu elektron aktarimi yollari, elektriksel gé¢ (migrasyon),
difiizyon ve karigtirma (konveksiyon) olarak adlandirilir. Elektrokimyasal hiicredeki
katot ile anot arasindaki potansiyel farki elektriksel bir alan olusturur. Iyonlar bu alanin
etkisiyle ters yiiklii elektrotlara dogru hareket etme egilimi igine girerler ve bdylece
elektriksel gd¢ adi verilen bir olayla madde aktarimi olur. Iyonlarin elektriksel
alandaki hareket hizlari, iyon yiikiine, biiyiikliigiine ve ¢alisilan ortamdaki yonlenme
bicimine baghdir. Deneysel kosullara bagl olarak bu olaylardan birisi veya bir kag1
kiitle aktarimina katkida bulunabilir. Hiicredeki elektrotta tiiketilen elektroaktif
maddenin ara ylizeyde azalan derigimini arttirmak iizere, ¢6zeltiden madde aktarimi
olayi diflizyon adin1 alir. Diflizyonla kiitle aktariminin hizi, ara yiizeyle ¢6zeltinin i¢
kesimleri arasindaki derisim farkina ve elektroaktif madde ile ¢dziiciiniin tiirlerine
baglidir. Her maddeye 6zgii difiizyon hizin1 belirten bir difiizyon katsayisi, D, vardir.
Cozeltinin karistirildigr durumlarda elektrot ara yiizeyine konveksiyon yolu ile de

madde aktarilir [32].
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2.6.3.1.1 Doniisiimlii Voltammetri (CV)

lletken bir maddeyi iceren durgun bir ¢dzeltideki calisma elektroduna zamanla
dogrusal olarak artan bir potansiyel uygulandiginda akim—potansiyel egrisinin bir pik
seklinde ciktig1 goriiliir. Bu uygulamada potansiyel taramasi ileri yonde belli bir
potansiyel degerine ulastiktan sonra yine dogrusal olarak azalacak big¢imde ters
gevrilirse, bu teknigin adi doniisiimlii voltammetri olur. Doniisiimlii voltammetride
ileri ve geri yondeki potansiyel tarama hizlari ayni tutulabildigi gibi, istenildiginde
farkli tarama hizlar1 da kullanilabilir. Ayrica ileri ve geri yondeki tarama bir kez

yapilabildigi gibi, birgok kez de yapilabilir.

Elektroda hizli bir potansiyel taramasi uygulandigi zaman potansiyel, standart
indirgenme potansiyeli degerine yaklasir ve madde indirgenmeye baslar. Potansiyel
negatif degerlere ulastik¢a elektrot ylizeyindeki maddenin indirgenme hizi ve buna
bagli olarak da daha fazla madde indirgeneceginden akim degeri artar. Indirgenme hizi
arttikca akimi, elektrot yiizeyine diflizyonla gelen madde miktari kontrol etmeye
baslar. Difiizyon tabakasi zamanla kalinlasacagi i¢in difiizyon hizi ve dolayisiyla akim

azalir.

Sekil 9 ‘da doniisiimlii voltammetri teknigine ait potansiyel uyari sinyal tiirii ve
dontisimlii voltammetri kullanilarak elde edilen voltammogramda akim—potansiyel

iligkisi gosterilmistir.

b
>

\\/ Potansivel

Potansivel
Akun

Zaman

Sekil 9: a) Doniistimlii Voltammetride Elektroda Uygulanan Gerilim
b) Elde Edilen Akim—Gerilim Egrisi
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Dontlistimlii ~ voltammetri  tekniginde, tarama hiz1 degistirilerek pik
yiiksekliklerinin tarama hizi ile degisiminden adsorpsiyon, difiizyon ve elektron
aktarim sayisina eslik eden kimyasal reaksiyon olaylarinin var olup olmadigi ve varsa

bityiikliigii belirlenebilir.

Ayrica ileri ve geri tarama piklerinden reaksiyon mekanizmasi hakkinda fikir
edinilip, kinetik veriler de elde edilebilir. Doniistimlii voltammetri bir¢ok alanda

kullanilir. Bu teknigin kullanim alanlarini;

e Kkantitatif analizler,

e yiizey modifikasyonu,

e clektrot reaksiyonlarimin kinetiklerinin incelenmesi,

e cesitli fizikokimyasal sabitlerin bulunmasi (D, n, 1, K, E, a...),
e adsorpsiyon olaylarinin incelenmesi,

e clektrot reaksiyonlarinin mekanizmalarinin incelenmesi ve

e kompleks yapilarin belirlenmesi olarak siralayabiliriz [32].
2.6.3.1.2 Dogrusal Taramah Voltammetri (LSV)

Elektroaktif bir madde iceren karistirilmayan ¢ozeltide bir mikro elektrot ile
referans elektrot arasinda dogrusal olarak artan bir potansiyel programi uygulanir ve
bu sirada gegen akim oOlgiiliirse, bu yonteme dogrusal taramali voltammetri denir.
Dogrusal taramali voltammetri tekniginde potansiyel tarama hizi 0.01-1000 V/s
arasinda degistirilebilen onemli bir deneysel degiskendir. Sekil 10’ da elektroda

uygulanan potansiyel programi ve elde edilen voltammogram goriilmektedir [32].

Potansivel

Akun

k 3

1r

Zaman Potansiyel

Sekil 10: a) Taramali1 Voltammetride Elektroda Uygulanan Gerilim
b) Elde Edilen Akim—Gerilim Egrisi
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2.6.3.1.3 Puls Teknikleri

Puls voltammetri teknigi, destek elektrolit yiikleme akimini ortadan kaldirmak
igin gelistirilmis ve bundan dolay1 voltammetrik Olglimlerin tayin sinir1 daha da

diismiistiir.

Faradayik akim/yiikleme akim oranini artirmak i¢in basamakli, normal puls ve
kare dalga gibi bir kag dalga sekli kullanilmistir. Potansiyel pulsunun uygulanmasi
yaklasik 50 ms kadar stirer. Potansiyel adimindan sonra ylikleme akimi ¢ok hizli bir
sekilde ihmal edilebilecek kadar kiigiik bir degere ulasir. Ancak bu esnada faradayik
akim daha yavas bir sekilde diiser. Boylece pulsun son bir ka¢ milisaniyedeki

ornekleme akimi1 hemen hemen neredeyse tamamen faradayik akimdir denilebilir [32].
2.6.3.1.4 Kare Dalga Voltammetrisi (SWV)

Kare dalga voltammetrisi genis genlikli bir diferansiyel tekniktir. Basamaklarin
iist iiste binistirildigi simetrik bir kare dalganin birlestirilmesiyle olusan bir dalga
seklidir. (Sekil 13). Her bir kare dalga doniisiimii i¢in bir ileri yondeki pulsun sonunda
ve bir de ters yondeki pulsun sonunda olmak iizere akim iki kez orneklenir.
Voltammogram miikemmel bir duyarlilik ve etkin bir ayirmayla sonuglanir. Tayin
smir1 yaklasik 10 M °dir. Kare dalga voltammetrisinin en biiyiik avantaji hizl
olmasidir. Sonug olarak analiz siiresi ¢ok belirgin bir sekilde azalir ve tiim polarogram

bir kag¢ saniye iginde kaydedilir. [32].
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Sekil 11: Kare Dalga Uyar1 Sinyali Ve Polarogrami
2.6.3.1.5 Siyirma Voltammetrisi

Siyirma voltammetrisi tiim elektroanalitik teknikler i¢inde tayin sinir1 en iyi olan
tekniktir. Duyarliligi, ¢oklu analiz imkanu, seciciligi, ucuzlugu ve dl¢lim basamaginin
kolaylig1 nedeniyle dikkatleri lizerine ¢gekmektedir. Analiz iki adimdan olusur: Birinci
adimda analit potansiyel kontrollii elektroliz ile elektrot {izerinde toplanir, ikinci
adimda ise analit elektrot yilizeyinden uygun bir potansiyel taramasi ile uzaklastirilir,

yani styrilir [32].
2.6.3.2. Voltammetrik Yontem ile D Vitamini Calismalar:

Voltammetrik olarak kolekalsiferoliin yiikseltgenmesi sematik olarak Sekil

12’de verilmistir.
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Vitamin D, Vitamin D,

(0))
C27H440 e C7H 4403

Sekil 12: Nano materyal kapli elektrot yiiziieyinde kolekalsiferol molekiiliiniin olas1

yiikseltgenmesine ait sema [37]

D vitamininin elektrokimyasal o&zellikleri hakkinda az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Metanol i¢eren asetat tamponlari iginde D2 ve D3 vitaminlerine iliskin
bir doniistimlii voltammetri ¢alismasinda, her iki bilesigin de kimyasal olarak tersinir
olmayan bir islemde oksitlenebilecegi sonucuna varilmis, ancak oksidasyona katilan

elektronlarin sayisina iligkin bir sonug bildirilmemistir [34].

Oksidasyon islemi kimyasal olarak tersinir olmayan olarak kabul edilmis, bunun
nedeni tarama yoniiniin tersine gevrildiginde (bilesiklerin ilk oksitlenmesinden sonra)
ters rediiktif pik saptanmadiginda ileri taramada sadece oksidatif bir pik tespit
edilmesidir. Hem D2 hem de D3 vitaminleri igin oksidasyon pik potansiyeli (Epox)
yaklasik +1.1 V olarak belirlenmis ve negatif potansiyellerde indirgen siirecler tespit
edilmemistir [35].

Déniisiimlii voltammetrinin kullanildig1 baska bir ¢calismada 1 x 10 M vitamin
D2 veya vitamin D3 igeren ¢ozeltiler iizerinde calisma gerceklestirilmistir. pH '
etkisini incelemek amaciyla ¢ozeltiler ayrica % 90 metanol ve 0.05 M pH 3.0-7.0 asetat
tamponlart (goriiniir pH 4.95-8.65) icermistir. Voltammetrik kosullar; baslangic
potansiyeli 0 V; tarama hiz1 50 mV s ve son potansiyel, +1.5 V olarak belirtilmistir.
Ayni galismada hidrodinamik voltammetri, % 95'lik metanol-0.05 M asetat tamponu
(pH 6.0) icinde ¢oziilmiis ve potansiyeli 0.9 ve 1.5 V arasinda degisen 100 ng
miktarinda vitaminler enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda
belirtilen yontem ile tiretici degeri 400 U / 0,6 mL olan takviye edici ilagta D vitamin
degeri 412 U / 0,6 mL olarak tespit edilmistir. Validasyon ¢alismasindan elde edilen
RSD degeri % 7,5 ile yontemin kesinligi ve glivenirligi gosterilmistir. [34].
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Baska bir ¢aligmada ise kati camsi karbon elektrot iceren tipik ii¢ elektrot
sisteminde kolekalsiferole iliskin diferansiyel pulse voltammetri kullanmislardir.
Voltammetrik kosullar; uygulanan potansiyel 0 ile +1,2 V arasi, Estep = 5 mV, genlik
potansiyeli (Eampi) 140 mV, aralik siiresi 0.5 s ve v =50 mV s-Yolarak belirlenmistir.
Tiim voltammetrik olgiimler en az 5 defa tekrarlanmigtir. Voltammetrik metotun
validasyonu hassasiyet, kesinlik ve dogruluk olmak iizere {i¢ ana parametreden
olusmaktadir [28].

Oncelikle 10 mL 5,0 uM kolekalsiferol ¢ozeltisi ile gelistirilen ydntemin
standart ekleme teknigine gore validasyonu yapilmistir. % 98’ lik etanol igerisine 0,01
M kolekalsiferol stok ¢ozeltisinde ardisik 3 defa 10 puL eklenmistir. 3 tekrarli analiz

calismasindan % 94,6 geri kazanim oran1 hesaplanmustir.

Valide edilmis yonteme gore iki farkli iireticinin vitamin destek tabletlerinde 5’
er tekrarli analiz gerceklestirilmistir. Analiz sonuglar1 R? degeri 0,9992 olarak
hesaplanan kalibrasyon egrisi ile hesaplanmistir. Uretici degeri 5,0 pg/tablet olan
takviye edici ilagta D vitamin degeri 5,8+0,3 pg/tablet olarak % 116 geri kazanim
oraniyla tespit edilmistir. Yine ayn1 yontem ile iiretici degeri 5,0 pg/tablet olan baska
bir takviye edici ilagta D vitamin degeri 5,3+0,4 ng/tablet olarak % 106 geri kazanim
oraniyla tespit edilmistir. Validasyon ¢alismasindan elde edilen RSD degeri (% 3,2-

3,9) ile yontemin kesinligi ve giivenirligi gosterilmistir [28].

3. DENEYSEL KISIM
3.1. Cahsma Materyeli

Onerilen yéntemin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla kolekalsiferol icerigi
bilinen ticari takviye edici ilag olarak oral soliisyon formunda Devit-3 .M Oral ampul

kullanilmastir.

3.1.1. Kimyasallar

Kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Kolekalsiferol Acros(Goteborg
Isveg); metanol, etanol, di hidrojen hekzakloroplatinat (IV) hidrat (H2PtCls.xH20) ve
hidrojen tetrakloroaurat (111) hidrat (HAuCl4.xH20) Sigma Aldrich (St. Louis, ABD);
Siilfiirik asit ve sodyum hidroksit Merck (Darmstadt, Almanya); ¢ok duvarli karbon
nanotiip (% 95 saflikta, 7-15 nm ¢apli, 10 pm uzunlugunda) (Aldrich (St. Louis, ABD);
o-fosforik asit ve asetik asit J.T. Baker (Philipsburg, ABD) temin edilmistir.
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3.1.2. Cihazlar ve Yontemler

Voltammetrik Ol¢iimler 3 elektrot sistemli Autolab PGSTAT128N
Voltammetri Cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma elektrodu olarak 3 mm
capl1, 0.0707 cm? geometrik alana sahip BASi marka cams1 karbon elektrot (GCE)
kullanilmistir. Referans ve yardimer elektrot olarak sirasiyla Ag/AgCl (doygun KCI)
ve platin tel kullanilmigtir. Dongiisel ve dogrusal taramali voltammetri yontemleri (0-
1500 mV araliginda 50 mV/s olan tarama hiz1 ile kullanilmustir.

Kromatografik analizler Agilent 1260 Infinity G13118 Quat HPLC-DAD
cihaz ile gergeklestirilmistir. ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm 5-Micron)
kullanilmistir. Mobil faz olarak ACN:MeoH (75:25) kullanilmistir. Kolon sicakligi 40

°C olup 265 nm dalga boyunda dl¢limler alinmistir.
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Sekil 13: (A) Deneysel ¢alismalarda kullanilan Autolab PGSTAT128N voltammetri
cihazi (B) Deneysel calismalarda kullanilan Agilent 1260 Infinity G13118 Quat
HPLC-DAD cihazi

3.1.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3 M NaOH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 6 g NaOH tartilmis 50 mL saf suda
¢Ozilmiistiir.

pH:2, pH:5, pH:7, pH:9 ve pH:11 fosfat tampon ¢ozeltilerini hazirlamak icin
oncelikle 0,1 M H3PO4 (% 85 (a/a)’ lik d:1,69 g/mL olan H3PO4’ ten 0,68 mL alinmis
100 mL saf suda ¢ozlilmiistiir) ¢ozeltisi hazirlanmistir ve 3 M NaOH ¢6zeltisi ile pH’
s1 ayarlanmistir.

pH:4 ve pH:5 asetat tampon ¢dzeltilerini hazirlamak i¢in oncelikle 0,1 M
CH3COOH (% 100’ liik d:1,37 g/mL olan CH3COOH?’ ten 0,22 mL alinmis 50 mL saf
suda ¢oziilmiistiir) ¢ozeltisi hazirlanmistir ve 3 M NaOH c¢o6zeltisi i1le pH’ s1
ayarlanmistir.

102 M kolekalsiferol standard: hazirlamak i¢in 10 mL’ lik balon joje icerisine
0,0388 g tartilmistir. Once az miktarda etanol ile ¢oziilmesi saglanmis ardindan 10
mL’ ye etanol ile tamamlanmistir.

Karbon nanotiiplerin hazirlanmasi ig¢in 150-250 °C 1sitmak suretiyle 0,04 ¢
olarak tartilan MWCNT iizerine 4 kez her seferinde 2 mL derisik HNO3 eklenmistir.

Son buharlagsmadan kalan yaklasik 0,5 mL’lik ¢6zelti sogutulmus, 5 mL saf su ile en
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az 7-8 defa yikanarak asitten uzaklastirilmistir. 1 giin boyunca 60-70 °C’de kurutularak
hazirlanan kalintidan tartilan 0,037 g karbon nanotiip, 3,7 mL dimetilformamid (DMF)
igerisinde dagitilmistir [36].

Stok 0,1 M Au hazirlamak i¢in 0,1005 g HAuCls.xH20 tartilip 2,5 mL 0,1 M
HCI igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden 100 puL alinip 10 mL 0,1 M HCI
icerisinde ¢oziilerek 1 mM (10 M) Au galisma ¢dzeltisi hazirlanmustir.

Stok 0,025 M Pt hazirlamak i¢in 0,122 g H2PtCle.xH2O tartilip 10 mL 0,1 M
HCI igerisinde ¢Oziilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden 400 puL alinip 10 mL 0,1 M HCI

icerisinde ¢oziilerek 1 mM (102 M) Pt calisma ¢dzeltisi hazirlanmustir.

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1 Deney ve Sonuclar
4.1.1 Destek Elektrolit Cozeltisinin Optimizasyonu
4.1.1.1 pH Denemeleri

Tim ¢aligmalarda hiicreye 9 mL metanol ve tizerine Tablo 1’ de belirtilen
tampon ¢ozeltilerden 1’er mL eklenmistir. Yaklasik 1 dk. azot gaz1 gegirildikten sonra
hiicredeki derisimi 10 M olacak sekilde hiicreye 10 M kolekalsiferol standardindan
100 pL eklenmistir. Standart eklendikten sonra yapilan olgimler ile elde edilen

sonuglar agsagida 6zetlenmistir. (Tablo 1’ de)

Tablo 1: Cesitli pH araliginda hazirlanan destek elektrolit ¢o6zeltilerinde
kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akimlari

Destek Elektrolit E (Volt) I(nA)
0,1 M H,SO4 1,10 0,779
pH=2 Fosfat 1,08 0,710
pH=5 Fosfat 1,03 0,750
pH=7 Fosfat 1,04 0,336
pH=9 Fosfat 1,05 0,130
pH=11 Fosfat* - -

pH=4 Asetat 1,17 0,631
pH=5 Asetat 1,11 0,560

Yapilan denemeler sonrasinda pH artigina bagli olarak metodun duyarlhiliginin
bozuldugu goriilmiistiir. pH=11 fosfat tampon ¢ozeltisinde kaydadeger herhangi bir
yiikseltgenme akimi goriilmemistir. Fosfat tampon c¢ozeltileri asetat c¢ozeltilerine

kiyasla daha diisiik ve daha temiz zemin sinyali vermektedir. Diger taraftan
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hazirlanmasi sirasinda fosfat ¢ozeltilerine kiyasla daha az belirsizlik kaynagi iceren

H2SO4 ¢ozeltisi destek elektrolit olarak segilmistir.

4.1.1.2. Tyonik Siddet Denemeleri

Yapilan tiim ¢aligmalarda hiicreye 9 mL metanol ve iizerine 1 mL H>SO4
cozeltisinin cesitli konsantrasyonlarinda hazirlanan (0,01 M H2SO4, 0,05 M H2SOg,
0,1 M H2SO4, 0,5 M H2SO4, 1 M H2S04) gozeltilerden eklenmistir. Yaklasik 1 dk. azot
gaz1 gecirildikten sonra hiicredeki derisimi 10 M olacak sekilde 102 M kolekalsiferol
standardindan 100 pL eklenmistir. Standart eklendikten sonra yapilan 6lgtimler ile
elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 2’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2: iyonik Siddet Denemeleri I¢in Calisma Ozeti

Destek Elektrolit E (Volt) I (nA)
0,01 M H,SOq4 1,17 0,360
0,05 M H3S04 1,10 0,821
0,1 M H,S04 1,08 0,952
0,5 M H,S04 1,04 1,175
1 M H2SO,4 1,03 0,915

0.1 M pH 5 asetat tampon -

0.1 M pH 4 fosfat tampon

I

0.1 M pH 11 fosfat tampon

0.1 M pH 9 fosfat tampon -

0.1 M pH 7 fosfat tampon -

0.1 M pH 2 fosfat tampon -

(A)

1,0
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Sekil 14 : (A) 10* M kolekalsiferol standardinin yalin GCE ile gesitli destek elektrolit
¢ozeltilerindeki yiikseltgenme pik akimlari. (B) 10* M kolekalsiferol standardinin
yalin GCE ile H2SOs4 ¢ozeltisinin ¢esitli konsantrasyonlarindaki dongiisel
voltammogramlari.

pH ve iyonik siddet denemeleri i¢in yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek akim
degeri 0,5 M H2SO4 ile elde edildigi i¢cin bu ¢ozelti ile deneysel calismalar
gerceklestirilmistir. (Sekil 14)

4.1.2. Kolekalsiferoliin Yalin Camsi Karbon Elektrot ve Modifiye Elektrotlardaki
Elektrokimyasal Davranisi
4.1.2.1. Kolekalsiferoliin Yalin Camsi1 Karbon Elektrottaki Elektrokimyasal
Davranisi

Hiicreye 9 mL metanol ve {izerine 1 mL 0,5 M H2SOs tampon ¢ozeltisinden
eklenmistir. Yaklasik 1 dk. azot gaz1 gecirildikten sonra hiicredeki derisimi 10* M
olacak sekilde 102 M kolekalsiferol standardindan 100 uL eklenmistir. Yiizeyi sulu
aliimina ve ardindan saf su ile temizlenen yalin GCE ile 10* M kolekalsiferoliin
yiikseltgenme pik akimi 1,175 pA elde edilmistir.

Yalin GCE ile 10* M kolekalsiferoliin fakli tarama hizlarida (5-500 mV/s)

elde edilen dongiisel voltammogramlar1 Sekil 15 A’ da verilmistir. Sonuglar
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kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akiminin tarama hizinin karekoki ile dogrusal
olarak degistigini gostermektedir (Sekil 15 B). Bu durumda yalin GCE {izerindeki

reaksiyon difiizyon kontrolliidiir.

40

30

-20 T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

E/mV vs. (Ag/AgCI (doy.KCI))

3 y =0.1268x + 0.0229
R?=0.9954

(B)

0 5 10 15 20 25
Vl/2/(mv 3-1)1/2

Sekil 15: (A) 10* M kolekalsiferoliin yalin GCE ile cesitli tarama hizlarinda dongiisel
voltammogramlari. (a-i): 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mV/s, (B) Yalin GCE
tizerinde kolekalsiferoliin yilikseltgenme pik akimi ile tarama hizinin karekdkiiniin

iliskisi.
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4.1.2.2. Kolekalsiferoliin MWCNT/GCE Uzerindeki Elektrokimyasal Davranisi

GCE sulu aliimina (Al203) ile temizlenerek yiizeyi parlatilmistir. Temizlenmis
GCE iizerine 10 uL MWCNT ¢ozeltisinden damlatilmis ve yaklagik 10 dakika 150 W
IR lamba altinda ¢oziicii ugurularak MWCNT/GCE hazirlanmistir. Hiicreye 9 mL
metanol ve tizerine 1 mL 0,5 M H2SO4 tampon ¢6zeltiden eklenmistir. Yaklasik 1 dk.
azot gazi gecirildikten sonra hiicredeki derisimi 10 M olacak sekilde 102 M
kolekalsiferol standardindan 100 pL eklenmisti. MWCNT/GCE ile 10* M
kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akimi 6,632 pA elde edilmistir.

MWCNT/GCE ile 10* M kolekalsiferoliin fakli tarama hizlarinda (5-500
mV/s) elde edilen dongiisel voltammogramlart Sekil 16 A’ da verilmistir. Sonuglar
kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akiminin tarama hizinin karekokii ile dogrusal
olarak degistigini gostermektedir. (Sekil 16 B) Bu durumda MWCNT/GCE iizerindeki

reaksiyon difiizyon kontrolliidiir.
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Sekil 16: (A) 10 M kolekalsiferolin MWCNT/GCE ile cesitli tarama hizlarinda
dongiisel voltammogramlari. (a-i): 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mV/s , (B)
MWCNT/GCE iizerinde kolekalsiferoliin yilikseltgenme pik akimi ile tarama hizinin

karekokii ile olan iliskisi.

MWCNT/GCE ile kolekalsiferole ait yiikseltgenme pik akimi yalin GCE ile
elde edilen yiikseltgenme pik akimindan yaklasik 6 kat daha duyarli bulunmustur. Bu
durum Sekil 17° de goriilmektedir.

30 4 — = (a) GCE
= (b) MWCNT/GCE

20 1

l/pA

104

-10

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

E/mV (Ag/AgCl (doy.KCl))

Sekil 17: 10* M kolekalsiferolin yalin GCE ve MWOCNT/GCE ile

karsilastirmali dongiisel voltammogramlari.
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4.1.2.3. Kolekalsiferolin Au/MWCNT/GCE Uzerindeki Elektrokimyasal
Davranisi

Au nanopargaciklar, tiirlerin asidik c¢ozeltilerinden (0.1 M HCI ¢dzeltisi ile
hazirlanmis 1 mM HAuCls) indirgenerek s6z konusu elektrot yiizeyine modifiye
edilmistir. Au nanopargaciklarin MWCNT/GCE yiizeyinde olusumu dongiisel
voltammetri ile 15 dongii (100 mV/s sirasiyla 1.0 Vile -1.5 V ve 0.2 V ile -1.0 V
potansiyel araliginda gerceklestirilmistir.

Hiicreye 9 mL metanol ve iizerine 1 mL 0,5 M H>SOs4 tampon ¢ozeltiden
eklenmistir. Yaklasik 1 dk. azot gazi gegirildikten sonra hiicredeki derisimi 10 M
olacak sekilde 102 M kolekalsiferol standardindan 100 pL eklenmistir.
AU/MWCNT/GCE ile 10* M kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akimi 6,8 pA elde
edilmistir. Bu calisma MWCNT/GCE ile elde edilen akimin degerine yakin oldugu

icin anlamli olarak degerlendirilmemistir.

4.1.2.4. Kolekalsiferolin Pt/MWCNT/GCE Uzerindeki Elektrokimyasal
Davranisi

Pt nanoparcaciklar, tiirlerin asidik ¢ozeltilerinden (0.1 M HCI ¢ozeltisi ile
hazirlanmis 1 mM H2PtCle) indirgenerek s6z konusu elektrot yiizeyine modifiye
edilmistir. Pt nanoparcaciklarin MWCNT/GCE yiizeyinde olusumu dongiisel
voltammetri ile 10 dongii (100 mV/s) sirasiyla 1.0 Vile -1.5 V ve 0.2 Vile -1.0 V
potansiyel arali§inda gergeklestirilmistir.

Hiicreye 9 mL metanol ve iizerine 1 mL 0,5 M H2SO4 tampon ¢ozeltiden
eklenmistir. Yaklasik 1 dk. azot gaz1 gecirildikten sonra hiicredeki derisimi 10* M
olacak sekilde 102 M kolekalsiferol standardindan 100 pL eklenmistir. S6z konusu
modifikasyon sonrasinda oldukc¢a artan zemin sinyali nedeniyle kolekalsiferoliin
yiikseltgenmesine ait kayda deger herhangi bir akim gdzlenmemistir. Bu ¢aligma

anlamli olarak degerlendirilmemistir.

4.2.Validasyon Calismalari
4.2.1. Dogrusallik

Validasyon calismalarinin dogrusallik parametresi icin 5,0x10° M ile 1,0x1073
M araliginda 5 konsantrasyon seviyesi i¢in Olclimler yapilmig elde edilen
yikseltgenme pik akim degerlerine karsilik 5 noktali kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Sekil 17’ da gosterilen kalibrasyon egrisinde R? degeri 0,9914 elde
edilmis ve dogrusallik saglanmistir. (Dogrusallik denklemi: y = 27225x + 7,3446)
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Tablo 3: Dogrusallik Calisma Sonuglari

Kolekalsiferol konsantrasyonu (M) E (V) I (nA)
5,0 x 10° 1,0156 10,52
1,0 x 10 1,0205 14,02
2,5x10* 1,0352 24,73
5,0 x 10* 1,0449 32,98
1,0x10° 1,0669 51,37
80
40
35y =27225x +7,3446
30 R?=0,9914
25
60 A 20
15
10
5 ° (B)
< 4010
3 0,00E+00 2,50E-04 5,00E-04 7,50E-04 1,00E-03
= Concentration/M
20 A
O u
a (A)
0 200 400 600 800 1200 1400

E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCI))
Sekil 18: (A) MWCNT/GCE ile kolekalsiferol 6l¢timii i¢in olusturulan kalibrasyon
egrisine ait standart ¢ozelti voltammogramlari. (B) MWCNT/GCE ile kolekalsiferol

Olclimii i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi.

4.2.2. Tespit (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Madde 4.1.2.2° de anlatildig1 sekilde yapilan MWCNT/GCE ile kolekalsiferol
validasyon ¢aligmasinda 2 farkli konsantrasyonda tekrarlanabilirlik yapilmistir. Diisiik
seviye calisma sonuclari ile ayn1 zamanda tespit (LOD) ve tayin (LOQ) limitleri
hesaplanmustir. Diisiik seviye olan 5,0x10° M konsantrasyonu ile yapilan
tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda 8 tekrarli ¢alisma sonuglarindan standart sapma (s)
hesaplanmistir. (s= + 5,71x10°®) Standart sapmanin 3 katindan LOD, 10 katindan LOQ

hesaplanmistir. Buna gére hesaplanan;

LOD: 1,7x10° M ve LOQ: 5,0x10° M” dur.
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4.2.3. Tekrarlanabilirlik

Madde 4.1.2.2° de anlatildig1 sekilde yapilan MWCNT/GCE ile kolekalsiferol
validasyon caligmasinda kesinlik kosullarinin saglandiginin kaniti olarak ayni giin 2
farkli konsantrasyonda 8’ er calisma ile tekrarlanabilirlik yapilmistir. Diisiik seviye
olarak 5,0x10° M, yiiksek seviye olarak ise 1,0x10* M konsantrasyonunda
calisiimustir.
Tablo 4: Diisiik Seviye (5,0x10° M) ve Yiiksek Seviye (1,0x10* M) I¢in Kesinlik

Calisma Sonuglar1

5,0x10° M i¢in I (uA) 1,0x10* M i¢in I (uA)
10,5000 14,0000
9,2000 14,0000
7,7000 13,9000
8,2000 13,8000
7,5000 13,4000
9,1000 12,6000
9,1000 10,8000
8,2000 10,6000
RSD :+ % 8,4 RSD: +% 8,5

4.2.4. Oral Soliisyon da MWCNT/GCE Elektrot ile Kolekalsiferol Tayini

Oral Soliisyon (1 mL) igerisinde bulunan D3 vitamini (kolekalsiferol) 1 mL

metanol ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 0,45 um’ lik PTFE filtreden gegirilmistir.

Madde 4.1.2.2° de anlatildig1 sekilde yapilan MWCNT/GCE ile kolekalsiferol
tayininde kullanilan hiicre hazirlanmis standart yerine oral soliisyondan ekstrakte
edilen metanol fazindan 100 pL eklendikten sonra voltammogram alimmigtir. Daha
sonra lizerine sirastyla 0,25 mM ve 1 mM kolekalsiferol olacak sekilde standart ilavesi

yapilmistir. (Sekil 19)
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Sekil 19: Oral soliisyon numunesi ve tizerine eklenen 0,25 mM ile 1 mM standart

kolekalsiferole iligkin elde edilenvoltammogramlar (tarama hizi1 50 mV/s).

Etiket beyaninda Oral Soliisyondaki D3 vitamini konsantrasyonu 1 mL’ de
300.000 U (7,5 mg/mL) olarak verilmistir. Ila¢ igerisinde 7,5 mg/mL olan
kolekalsiferol miktar1 molarite cinsinden hesaplandiginda 1,95 x 102 M olarak
bulunmaktadir (Kolekalsiferol MA: 384,65 g/mol). Hiicreye 100 pL eklendiginde 10
mL’ lik hiicre icerisindeki konsantrasyonu 1,95 x 10™* M olmalidir. Optimize edilen
sartlarda kolekalsifeoliin voltammetrik tayini sonucunda oral soliisyondaki
kolekalsiferol miktar1 1,90 x 10 M olarak tespit edilmistir. Seyreltme oranin dikkate
aldigimizda deger 1,90 x 102 M olmaktadir. Bu degeri etiket beyani ile
kiyaslayabilmek i¢in mg/mL cinsine ¢evirdigimizde 7,3+0,6 mg/mL olarak
bulunmustur. Soliisyon igerisinde bulunan kolekalsiferol miktar1 etiket beyani ile

uyumlu oldugu gosterilmistir.
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4.2.5. Oral Soliisyon da HPLC-DAD ile Kolekalsiferol Tayini

Gelistirilen ve valide edilen voltammetrik yontemle analizi yapilan oral
soliisyon icerisindeki kolekalsiferol miktarinin dogrulugunu karsilastirmak amaciyla
analiz referans yontemlerden kabul edilen HPLC-DAD yontemi kullanilarak da
gergeklestirilmistir. Bu amacla kolekalsiferol analizi i¢in Onerilen sartlar kullanilarak
[ C18 (4,6 x 150 mm 5-Micron) kolon ve mobil faz olarak ACN:MeoH (75:25)
kullanilarak 40 °C kolon sicakliginda 265 nm dalga boyunda izokritik eliisyon ] tayin
yapilmustir. Yapilan analiz sonucu oral soliisyondaki kolekalsiferol miktar1 7,42+0,24
mg/mL olarak bulunmustur. Goriildiigi gibi bulunan sonu¢ hem etiket beyani hem de

voltammetrik yontemle bulunan sonuglarla uyumludur.

5. SONUC VE ONERILER

Dongiisel voltammetri yontemi ile kolekalsiferoliin ¢ok duvarli karbon nanotiip
modifiye camsi karbon elektrot izerindeki (MWCNT/GCE) elektrokimyasal davranisi

incelenmis, kolakalsiferoliin tayinine dair yontem gelistirilmistir.

Destek elektrolit sivisinin belirlenebilmesi i¢in Oncelikle tampon denemeleri
yapilmis en yiiksek akim degerinin ve en iyi zemin sinyalinin 6l¢iildiigii tampon ¢ozelti
belirlenmigtir. Asetat, fosfat ve H2SO4 ortamlarinda yapilan ¢alismalar neticesinde
H2SO4 ortaminda en iyi akim degeri ile temiz zemin sinyali alindig1 gériilmiistiir. Daha
sonra belirlenen destek elektrolit sivisinin konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in
cesitli konsantrasyonlarda H>SO4 hazirlanmis ve yalin camsi karbon elektrot (GCE)
Olgtimler alimmugtir. Calismalar neticesinde 0,5 M H2SOg ile diger konsantrasyonlara
kiyasla daha yiliksek akim degeri elde edildigi goriilmiistiir. Yapilan denemeler

sonrasinda deneysel calismalar i¢in 0,5 M H2SOg ile deney orgiisti planlanmustir.

Kolekalsiferoliin organik bir molekiil olmasi sebebiyle destek elektrolit igin
molekiiliin ¢6ziinebildigi bir ¢oziicii olarak metanol se¢ilmistir. 0,5 M H2SOj4 igeren
metanol ortaminda yalin GCE, yardimci elektrot olarak platin (Pt) ve referans elektrot
olarak Ag/AgCI ‘e kars1 10* M kolekalsiferol molekiilii 6l¢iimiine ait optimizasyon
caligmalarinda yaklasik olarak 1,02 V degerinde yiikseltgendigi goriilmiistiir. GCE ile
yapilan ol¢iimlerde yiikseltgenme pik potansiyeli 1,175 pA elde edilmistir.

Cok duvarli karbon nanotlip ile camsi karbon elektrot modifikasyonu

islemlerinde benzer sekilde kaplama yapabilmenin zorlugu sebebiyle ¢ok dikkatli ve
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hassas ¢alisilmistir. Her modifikasyon isleminden sonra 0,5 M H2SOj4 igeren metanol
ortaminda MWCNT/GCE, yine yardimci elektrot olarak platin (Pt) ve referans elektrot
olarak Ag/AgCl ‘e kars1 10* M kolekalsiferol dl¢iimiine ait optimizasyon ¢alismalari
gergeklestirilmistir. Kolekalsiferol molekiiliiniin yaklasik olarak 1,02 V degerinde
yiikseltgendigi goriilmiistiir. MWCNT/GCE ile yapilan dl¢limlerde yiikseltgenme pik
potansiyeli 6,632 pA elde edilmistir. Yalin GCE ile yapilan 0,5 M MWCNT/GCE
modifikasyonunda yaklasik 6 kat hassasiyetle 6,632 pA olarak tespit edilmistir. Bu
calismalara ek olarak Au ve Pt nano pargacik modifikasyonlar1 yapilarak olgtimler
almmistir. PUMWCNT/GCE ile 10* M kolekalsiferoliin dl¢iimlerinde oldukca artan
zemin sinyali nedeniyle kolekalsiferoliin yiikseltgenmesine ait kayda deger herhangi
bir akim gdzlenmemistir. Bu calisma anlamli olarak degerlendirilmemistir.
AU/MWCNT/GCE ile 10* M kolekalsiferoliin yiikseltgenme pik akimi 6,8 pA elde
edilmistir. Bu ¢alisma MWCNT/GCE ile elde edilen akimin degerine yakin oldugu

icin anlaml olarak degerlendirilmemistir.

MWCNT/GCE ile kolekalsiferol ol¢iimii i¢in belirlenen sartlar ile metot
validasyonu calismalar1 yapilmistir. Validasyon parametreleri olarak dogrusallik ve

tekrarlanabilirlik calisilmistir.

Dogrusallik parametresinde ¢aligma araligmnin belirlenebilmesi adina birgok
konsantrasyonda ¢aligma yapilmis olup ancak 5x107 ile 1x103 M araliginda R2 degeri

0,9914 elde edilerek dogrusallik saglanabilmistir.

Tekrarlanabilirlik ¢aligmalart ayni giin 2 farkli konsantrasyon seviyesinde ayni
kisinin ¢aligmalar1 degerlendirilmistir. LOD ve LOQ degerleri tekrarlanabilirlik
calismalarinda kullanilan diisiik seviye sonuglari ile hesaplanmistir. Yontemin
calisabilecegi en diisiik seviyenin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma sonucunda LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 1,7x10° ve 5,1x10° M olarak hesaplanmistir. Onerilen

elektrodun cevabi kolekalsiferoliin belirlenmesi icin yeterince tekrarlanabilirdir.

Onerilen modifiye elektrot, 300.000 IU kolekalsiferol/mL igeren ticari bir oral
sollisyonda kolekalsiferol tayini i¢in basariyla uygulanmistir. Oral soliisyondan
kolekalsiferolii ekstrakte etmek i¢in metanol kullanilarak gergeklestirilen basit bir sivi-
stv1 ekstraksiyon teknigi izlenmistir. Elde edilen sonuglar (7,3+£0,6 mg/L) soliisyon

icerigi ile (7,5 mg/mL) uyum igerisindedir. S6z konusu oral soliisyonda kolekalsiferol
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tayini kargilastirma yapmak adina HPLC-DAD metodu ile de ¢alisilmistir. Elde edilen

sonug (7,42+0,24 mg/mL) Onerilen yonteme ait sonug ve etiket beyant ile uyumludur.

Tim bu caligmalar ile kolekalsiferol molekiilii i¢in belirlenen sartlarda

kalibrasyon grafigi c¢izilerek kantitatif olarak tayin edilebilecegi gosterilmistir.
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