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OZET

Doktora Tezi

HIPERTANSIYON TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI ILACLARDAKI ETKEN
MADDELERIN TAYINI iICIN ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN
GELISTIRILMESI VE ANALITIK UYGULAMALARI

[brahim Hiidai TASDEMIR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Esma KILIC

Bu tez c¢aligmasinda hipertansiyon tedavisinde kullanilan hidrokloratiyazit (HKA),
indapamit (INDA), peridopril (PER), moeksipril (MOE) ve zofenopril (ZOF)
molekiillerinin asili damla civa elektrot (ADCE) ve camsi karbon elektrot (CKE)
ylizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar1 incelenmis, elektrot tepkimesine katilan
elektron ve proton sayilar1 ile diflizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayisi
hesaplanmistir. Deneysel ¢alismalarda elde edilen veriler teorik hesaplama sonuglari ile
birlikte degerlendirilerek indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri igin olasi elektrot
tepkime mekanizmalar1 6nerilmistir.

Elektrokimsal davranislar1 belirlenen ila¢ etken maddelerinin; tablet ve kapsiil gibi
farmasotik 6rneklerden ve kan, idrar ve serum gibi biyolojik numunelerden tek halde ve
birlikte es zamanli nicel tayini i¢in voltametrik yontem gelistirme ¢alismalari
yapilmistir. Bu calismalardaher bir ilag etken maddesi i¢in diferansiyel puls voltametri
(DPV), kare dalga voltametri (KDV), diferansiyel puls adsorptif siyrma voltametri
(DPAdSV) ve kare dalga adsorptif siyirma voltametri (KDAdSV) ydntemlerinin
gelistirilmesine yonelik yontem ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir.
Optimum kosullarda yapilan kalibrasyon g¢alismalarinda her bir madde igin dogrusal
calisma araligi belirlenmistir. Kalibrasyon verilerinin en kii¢iik kareler yontemi
kullanilarak degerlendirilmesi ilegelistirilen yontemlerin bazi validasyon parametreleri
belirlenerek yontemler valide edilmistir. Gelistirilen yontemlerin tablet, serum ve idrar
numunelerine uygulanmasi ile her bir yontemin performans parametreleri belirlenmistir.
Yapilan uygulama ¢alismalarinda yontemlerin geri kazanim degerlerinin % 100’e
oldukca yakin oldugu, bununla birlikte giin i¢ci ve giinler aras1 akim ve potansiyel
Ol¢timlerinde bagil standart sapma degerlerinin % 10’dan kiigiik oldugu belirlenmistir.

Temmuz 2011, 243 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, hidrokloratiyazit, indapamit, peridopril,
moeksipril, zofenopril, asili damla civa elektrot, camsi karbon elektrot, elektrokimyasal
davranig, voltametrik tayin yontemi, adsorptif styirma voltametri.



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL METHODS TO ASSAY OF DRUG-
ACTIVE MATERIALS FOUND IN SOME ANTI-HYPERTENSIVE DRUGS USED
IN TREATMENT OF HYPERTENSIVE AND ANALYTICAL APPLICATIONS

Ibrahim Hiidai TASDEMIR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Esma KILIC

In this study, electrochemical behavior of drug active materials found in some anti-
hypertensive drugs namely as hydrochlorothiazide, indapamide, perindopril, moexiprile,
and zofenopril used in treatment of hypertensive were investigated on hanging mercury
drop electrode (HMDE) and glassy carbon electrode (GCE), number of electrons and
protons participated to electrode reaction mechanism were calculated. Diffusion
coefficient and surface coverage coefficient were also calculated. Experimental and
theoretical results were coevaluated to propose the tentative electrode reaction
mechanism to electrooxidation and electroreduction.

Studies to develop voltammetric determination methods to be used to determine these
drug-active materials from pharmaceuticals such as tablet and capsule form and
biological samples such as blood, urine and serum samples were carried out. In such
studies voltammetric methods such as; differential pulse voltammetry (DPV), square
wave voltammetry (SWV), differential pulse adsorptive stripping voltammetry
(DPAASV) and square wave adsorptive stripping voltammetry (SWAdSV) were
developed to determine each of these drug-active materials in both usage alone and
combined with one another. In method development stage firstly optimization for
experimental and equipmental variables were carried out. Calibration studies were done
by using optimum variables after optimization studies. Calibration data were subjected
to calculations in least square methods to evaluate some validation parameters and all
methodswere validated. Developed methods were applied to tablet, serum and urine
samples to find out the performance of proposed methods. In such applications,
recovery values around 100 % were reconised and with-in-day (intra-day) and between-
day (inter-day) test for current and potential reproducibility resulted with relative
standart deviation of 10.0 %.

July 2011, 243 pages

Key Words: Hypertension, hydrochlorothiazide, indapamide, perindopril, moexipril,
zofenopril, hanging mercury drop electrode, glassy carbon electrode, electrochemical
behavior, voltammetric assay methods, adsorptive stripping voltammetry.
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1. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon olarak ta bilinen yiiksek kan basinci; tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde
de olduk¢a yaygin olarak goriilen ve 6nemini her gegen giin attirarak hissettiren bir halk
saghig1r sorunudur. Hipertansiyonu bu kadar onemli bir saglik sorunu haline getiren
sebepler arasinda, hipertansiyonun; koroner kalp hastaliklari, inme, kalp ve bobrek
yetmezligi gibi ciddi komplikasyonlara yol agmasi ve gozde ciddi hasarlara sebep
olabilecek etkileri sayilabilir. Yiiksek kan basincinin kontrol edilmesiyle kalp
yetmezligi ve inme sikliginin yari yartya, kalp krizlerinin de dortte bir oraninda
azaltilabildigi bilinmektedir. Kontrol altina alinmamasi durumunda ise kalp, bdbrek,
beyin ve gozler basta olmak iizere bir¢ok organda kalict hasarlara sebep olabilecegi

bilinmektedir (www.saglik.gov.tr 2011).

Diinya genelinde hipertansiyonun toplam 6liimlerin %13 iintlin (yi1lda 7,1 milyon 6liim)
ana sebebi oldugu bilinmektedir. Buna ragmen gerek diinyada gerekse iilkemizde
hipertansiyondan farkinda olma oranlar1 ve kan basinci kontrol oranlari istenilen
diizeylerde degildir. Ulkemizde 18 yas iistiindeki yaklasik her iickisiden birinde
hipertansiyon oldugu bilinmesine ragmen, yine her ii¢ kisiden birinin tansiyon 6l¢iimii
ve kontrolii yaptirmadigi bilinen bir gergektir.Yiiksek kan basinci sorunu olan bireylerin
sadece % 40’1 kan basinc1 yiiksekliginin farkinda olup, yalnizca % 31’inin

antihipertansif tedavi aldig1 da bilinmektedir (www.saglik.gov.tr 2011).

Hipertansiyon nadiren belirti vermekte, ¢ogu kez sinsi seyrederek organlarda hasara yol
acabilmektedir. Seyrek rastlanan belirtileri;

o bas ve ense agrisi,

o kulakta ugultu,

o carpint1 hissi,

o yorgunluk hissi
seklindedir.

Yiiksek kan basincindan korunmak i¢in;

e agir ve yagl yemeklerden,
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e tuzdan,
e sigaradan,
¢ alkolden ve sigmanliktan
korunmak, bunlarm yaninda;
e diizenli egzersiz yapmak,
e kan basincini diizenli 6lgtiiriip kaydetmek,
e hekimin verecegi ilaglar1 diizenli olarak kullanmak

gerekmektedir.

Giinlimiizde yiiksek kan basincinin tedavisinde gerekli tani ve teshisler yapildiktan
sonrakullanilan gesitli antihipertansif ilaglar mevcuttur. Bu ilaglar;

e anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri

e adrenerjik reseptor blokerleri

e adrenerjik noron blokerleri

e santral etkikili sempatolitik ilaglar ve diger sempatolitikler

e kalsiyum kanal blokerleri

e Dbeta blokerleri

e anjiyotensin II reseptor antagonistleri (ARA II)

e tiyazit ve tiyazit benzeri diiiretikler
smiflarindan birine dahil olan ilaglardir. Baz1 durumlarda tedavinin etkinligini arttirmak

icin farkli gruplardaki ilaglarin bilesimini igceren ilaglar da kullanilmaktadir.

Bunun yani sira; tedavi edici 6zelligi yiiksek, daha az yan etkiye sahip, ayn1 anda farkli
rahatsizliklar1 tedavi edebilecek Ozelliklere sahip yeni ilag gelistirme caligmalar1 da
hizla devam etmektedir. Diger saglik sorunlarinda oldugu gibi hipertansiyonda da
tedavinin basarisi i¢in secilen ilacin etki alani, canli biinyede etkiledigi organ/organlar,
etki giicti, tedavi edici dozu, kullanim siiresi, yan etkileri, diger ilaglarla etkilesimi, canli
biinyeden atilma sekli ve toksik etkileri iyi arastrilmalidir. Ilag gelistirme ve
uygulamagaligmalarinda gelistirilen ilaglarin bazi kimyasal/biyokimyasal, farmakolojik,
ve toksikolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in bu ilaglarin;
e hedef doku ve organlarinin,

e varsa metabolit(ler)inin



e canli biinyeden uzaklastirilma sekli ve yolunun
belirlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu parametrelerin belirlenmesinde ilag etken
maddelerinin ve/veya ilaclar ile etkilesen maddelerin canli biinyede veya biinye disinda
ilacin biinyeye alinmasini takip eden farkli zamanlarda yiiksek dogruluk ve kesinlikte
tayin edilebilmeleri olduk¢a ©nemlidir. Bunun igin; validasyonu yapilmis, diisiik

maliyetli, hassas ve hizli ila¢ analiz yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ila¢ analiz ydntemleri yukarida sayilan sebeplerin yaninda; arastirma, gelistirme ve
kalite kontrol ¢aligmalarinda kullanilmak iizere de gelistirilmektedir. Bilinen pek ¢ok
etken madde ve ilag icin gelistirilmis analiz yontemleri Amerikan Farmakopesi (USP),

Avrupa Farmakopesi (EP) ve British Farmakope (BP)’de yaymlanmaktadir.

Gelistirilen her yeni etken madde icin analiz yontemine ihtiya¢ vardir. Mevcut analiz
yontemlerini daha giivenilir, hassas ve uygun maliyetli hale getirebilmek en az yeni
yontem gelistirmek kadar 6nemlidir. Gelisen teknoloji ile kullanimi kolay, hizli cevap
verebilen, otomasyona elverisli ve yiiksek hassasiyete sahip yeni cihaz ve teknikler
kullanilarak yeni analiz yOntemleri gelistirme c¢alismalar1 artan bir hizla devam

etmektedir.

Yeni analitik yontemlerin gelistirilmesi, mevcut analitik yontemlerin iyilestirilmesi ve
yontemlerin validasyonu; maliyetinin yaninda zaman ve deneyim de gerektiren bir
stireci kapsamaktadir. Uygun bir analiz yonteminin;

e kolay kullanilabilir,

e kisa siirede sonug verebilir,

e 0On hazirlik gerektirmeyen veya miimkiin oldugunca basit ve kolay 6n hazirlik

gerektiren,

e diisiik kurulum ve kullanim maliyetine sahip,

e otomasyona uygun ve elverisli

e sonuglar1 kesin, dogru, hassas ve 6zgiin

olmalidir.

flag analizlerinde kullamilan cesitli analitik ydntemler vardir. Bunlar icerisinde en

yaygm olarak kullanilan1 degisik kromatografik yontemlerdir. Bunun disinda infrared



spektroskopisi, atomik spektroskopi, NMR spektroskopi, kiitle spektrometri
yontemleriyle, titrimetrik ve voltametrik yontemler de kullanilmaktadir.
Bu tez c¢alismasinda, hipertansiyon tedavisinde kullanilan bazi ilaglarda etken

maddeolarak bulunan ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri grubuna

ait olan;
e perindopril
e zofenopril
e moeksipril

molekiilleri ile, tiyazit diiiretikler grubunda bulunan;

e hidrokloratiyazit

e indapamit
molekiillerinin asili damla civa elektrot (ADCE) ve camsi karbon elektrot (CKE)
ylizeylerindekielektrokimyasal davraniglari incelenmis ve bu etken maddelerin ilag
formlari, insan serumu ve insan idrar1 gibi farkli biyolojik 6rneklerden tayinine yonelik
voltametrik yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerin validasyon ¢alismalar1
yapilmis ve s6z konusu molekiillerin tayini i¢in gelistirilen mevcut yontemlerle gerekli

karsilagtirmalar yapilmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Tezin bu kisminda hipertansiyon ile ilgili kisa bir bilgilendirmeden sonra hipertansiyon
tedavisinde kullanilan ilaglarla ilgili bilgi verilmistir. Sonrasinda tez kapsamindaki
ilaclarin bazi 6zellikleri verildikten sonra s6z konusu ilaglarin tayinine yonelik kaynak
arastirmasinm sonuglar1 verilmistir. Kaynak arastirmasindan sonra elektrokimyasal
yontemlere deginilmis ve tez calismasinda kullanilan deneysel yontemler kisaca
aciklanmistir. Deneysel yontemlerden sonra elektrokimyasal ¢aligmalarda karsilasilmasi

en muhtemel mekanizmalar ile ilgili kisa bilgi verilmistir.

2.1 Hipertansiyon ve Antihipertansif Ilaclar

Organlarin canliligmi koruyabilmeleri ve gorevlerini yapabilmeleri i¢in besin
maddelerine ve oksijene gereksinimleri vardir. S6z konusu bu maddeler organlara kan
ile ulastirilir. Kan ise organlara atardamarlar (arter) yolu ile tasinir. Kanin atardamarlara
pompalanmasi igini kalb yapar (Sekil 2.1). Kalp, bu gorevini yapmak i¢in dakikada
ortalama 70 kere kasilir ve her defasinda ortalama 70 mL kami organlara gonderir.
Ortalama bir insanin 6mrii boyunca, kalb 2,5 milyar kez kasilmakta ve bu siire boyunca
180 milyon litre kan1 viicuda pompalamaktadir (Kayaalp 1998, Rx Media Pharma 2005,

www.saglik.gov.tr).

Tansiyon; kalbin, doku ve organlara ulasmasi i¢in pompaladigr kanin damarlara
uyguladig1 basinci ifade eder. Sistolik ve diasistolik kan basinci olmak iizere iki tiirlii
kan basinci degeri vardir. Normal kan basmci degerleri bireyden bireye bir miktar
degisikli gosterse de sistolik i¢in 120 mmHg, diasistolik i¢in ise 80 mmHg olarak
verilmektedir. Hipertansiyon basit olarak yiliksek kan basinct demektir. Kan basinci
hastaya ait ozellikler (yas, cinsiyet, ik gibi) ve fiziksel durumdan (istirahat, efor gibi)
etkilenen bir parametredir. Bu nedenle de normal kan basinct degerlerini belirlemek

gercekte oldukga giictiir. Normal sartlarda, kan basimci siirekli olarak 120/80 mmHg
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iizerinde olan kisiler hipertansiyon hastaligi adayr kabul edilmektedir ve bu deger

devamli olarak 140/90 mmHg iizerinde seyrediyorsa hipertansiyondan bahsedilir.

Kan Basma

h) o
./ Kan tarafindan uygulanan basmng

Kilcallar

Sekil 2.1 Insanda merkezi dolasim sisteminin baslica elemanlar1 ve kan basimc1

Hipertansiyon kalp hastaliklar1 i¢in ana risk faktoridiir. Eger tedavi edilmezse beyin
dolasimi, kalp, damar, g6z ve bobrek hastaliklart igin ciddi hastaliklara ve Oliim
oranlarinda artisa sebep olur. Bir kez teshis yapilip tedaviye baslanirsa artan kan basinci
disiiriilebilir, kalp ve dolasim sistemindeki hastalik riski azaltilabilir. Bag donmeleri,
bayilmalar, burun kanamasi, kulak ¢mlamasi ve gérme bozukluklar1 gibi bir takim
belirtileri olsa da hipertansiyon, genelde sinsi ve belirtisi olmayan bir saghk
problemidir. Hipertansiyonun tek bir sebebi yoktur. Olusum mekanizmasi bakimindan
iki tlir yiiksek tansiyon vardir: Birincil (ya da esansiyel) ve ikincil. Birincil yiiksek
tansiyonun nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin olusumunda kalitim,
ruhsal agidan c¢abuk etkilenen heyecanl kisilik, sismanlik gibi baz1 etkenler
saptanmustir. Ikincil yiiksek tansiyon ise; bobrek dokusu ve bdbrek atardamarlarinda
yerlesen hastaliklar (akut ve kronik bobrek iltihabi, polikistik bobrek), bobrekiistii
bezinin kabuk boliimiindeki hastalik nedeniyle kortizon ya da aldesteron hormonlarinin

fazla salgilanmasi sonucu goriilen Cushing hastaligi ve Crohn hastaligi, bobrekiistii



bezinin i¢ kisminin (medulla) timéri (feokromositom), aortun kalpten ¢iktig1 bolgedeki
darhigi, kafa i¢i basincmin artmasi gibi daha 6nce gecirilen bir takim rahatsizliklardan
sonra ortaya ¢ikan yiikksek kan basinci problemidir. Hipertansiyona karar verirken
yiiksek tansiyonla basing reaksiyonu arasmndaki ayrimin da yapilmasi gerekir. Yiiksek
tansiyon terimi kan basmcinin siirekli olarak bazi sinirlarin iizerinde kaldigini
belirtirken, basing reaksiyonu tansiyonun heyecanlanma ya da kan igine ilag siringa
edilmesi gibi bir uyaran nedeniyle gegici olarak yiikselmesidir. Yiikselmeye yol acan
uyaranin etkisi kaybolunca tansiyon normale doéner. Kisinin yasi, cinsiyeti ve irki
hipertansiyon siklig1 konusunda belirleyici faktorlerdir. Hipertansiyon siyah irkta ve
kadinlarda daha ¢ok goriilmektedir. Kisi yasinin hipertansiyona olan katkis1 dncelikle
damarlarda yaslanmaya eslik eden anormalliklerdir. Bu durum 6zellikle de kan1 tasiyan
damarlardaki esneklik kaybi ile agiklanabilir. Ancak yasla hipertansiyon arasindaki bu
baglantiya bazi ilkel toplumlarda hi¢ rastlanmamaktadir. Bu durumda etkili faktoriin
"uygarlasma" ve bununla baglantili tuz kullanimi, asir1 beslenme, hareketsiz ve stresli
yasam gibi faktorlerin belirledigi yasam bigimi oldugu s6ylenebilir. Hipertansiyon ciddi
bir durumdur. Hipertansiyon, kendi basma 6ldiiriicii degildir; fakat tedavi edilmediginde
hipertansiyonun sonuglar1 6ldiiriicii olabilir. Hipertansiyon kalbi zorlayarak kalp
yetmezligine neden olabilir. Ustelik ateroskleroz ve bunun yol acabilecegi iskemik kalp
hastaligi (belli bir bolgede kan akimmimn kesilmesi nedeniyle olusan gegici kansizlik
sonucu dokularmn oksijen alamamasi) riskini 6nemli 6lgiide arttirir. Buna ek olarak;
hipertansiyonlu hastalar kanama ve beyindeki kan damarlarinin trombozuna (pihtiyla
tikanmasina) digerlerinden daha kolay yakalanirlar. Hipertansiyon ayrica koroner arter
hastaligia da biiyiik katkida bulunur ki, bu hastalik sanayilesmis toplumlarda 6liimlerin
baslica nedenlerinden  biridir.  Bahsettiklerimizin  hepsi  tedavi edilmeyen
hipertansiyonun sonuglar1 olup hipertansiyona bagli morbidite (hastalik) ve mortalite

(6liim) biiyiik bir boliimiinii olusturur.

Hipertansiyon az ya da c¢ok bilinen nedenlere dayanan smiflandirilmasina ek olarak
siddet derecesine gore de siniflandirilabilir (Kayaalp 1998, www.saglik.gov.tr 2011):

e Arteryel hipertansiyon tipi kan basinci diizeyi, hormal 120/80 mmHg ve alt1

e Prehipertansiyon (Hipertansiyon adayr) 120-139/80-89 mmHg

e Evre 1 hipertansiyon 140-159/90-99 mmHg



e Evre 2 hipertansiyon 160-179/100-109 mmHg
e Evre 3 hipertansiyon 180/110 mmHg ve istii

Bu tez calismasi, asagida baz1 kimyasal ve farmakoljik 6zellikleri verilen antihipertansif

ila¢ etken maddeleri ile ilgili yapilan ¢aligmalar1 kapsamaktadir:
2.1.1 Hidrokloratiyazit (HKA)

(of \l
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Sekil 2.2 HKA’nin kimyasal yapisi

IUPAC isimlendirmesi: 6-kloro—1,1-diokso—3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiyadiazin—7-
stilfonamid

Kapali formiilii:  C;HgCIN3O4S;

Molekiil kiitlesi: 297,74 g mol™*

Smifi: Tiyazit grubu diiiretik

Bazi farmakolojik ozellikleri

HKA diiiretik ve antihipertansif bir ajandir. Elektrolit geri emiliminin distal bobrek
tiibiiler mekanizmasimi etkiler. Esit miktarda sodyum ve kloriir atiliminin yaninda bir
miktar potasyum ve bikarbonat atilimi da saglar. Dilirez 6zelligi uygulamadan yaklagik
2 saat sonra baslar, 4 saatte doruk noktaya ulasir ve duruma gore 6 ila 12 saat devam
eder. Oral uygulamayi takiben % 65—70 oraninda absorbe olur. Plazma proteinlerine,
ozelliklede albiimine biiyiik oranda baglanir. Alinan dozun en az % 95°lik kismu idrar
ile degigsmeden atilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle birlikte giinde 12,5 mg
dir (Kayaalp 1998, www.menarini.com 2011, www.saglik.gov.tr 2011).
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2.1.2 indapamit (INDA)

Sekil 2.3  INDA’nin kimyasal yapisi

IUPAC isimlendirmesi: 4-kloro-N-(2-metil-2,3-dihidroindol-1-il)-3-sulfamoil-
benzamide

Kapali formiilii:  C16H16CIN3O3S

Molekiil kiitlesi: 365,84 g mol™

Smufi: Tiyazit benzeri diiiretik

Bazi farmakolojik ozellikleri

INDA farmakolojik olarak tiyazid diiiretiklerde iliskili siilfonamid birdiiiretiktir ve
korteksteki diliisyonu saglayan segmentte sodyumreabsorpsiyonunu inhibe edip idrarda
sodyum ve kloriiratihmini ve bir Olgliye kadar potasyum ve magnezyum atilimini
arttirarakidrar  ¢ikisiniarttiryp  antihipertansif etki gosterir. Yapilan ¢alismalar
antihipertansif etkisinin 24 saatsiirdiiglinii gostermektedir. Bu etkiler diiiretik
ozelliklerinin zayif oldugudozlarda belirgindir. Belirli bir dozun 6tesinde, istenmeyen
reaksiyonlar artmaya devam ederken, tiyazidin ve benzeri diiiretiklerin terap6tik etkisi
bir plato’ya ulasir. Tedavietkisiz oldugunda, doz arttirilmaya galisiilmamahdir. Tepe
serum derisimlerine ulagsmak icin gerekli olan siire bir dozdan sonral2 saattir,
tekrarlanan uygulamalar, 2 doz arasi serum diizeylerindekidegisiklikleri azaltir.
Indepamitinplazma proteinlerine baglanma oran1 %79’dur.Plasma yarilanma émrii 14
ile 24 saat arasindadir (ortalama 18 saat).Sabit duruma 7 giin sonra ulasir. Tekrarlanan
uygulamalar birikime neden olmaz.Baslica idrar (dozun % 70’i) ve feges (%22)
ileinaktif metabolitler halinde elemine edilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle
birlikte giinde 1,25 mg civarindadir (Kayaalp 1998, www.biofarma.com 2011,

www.wikipedia.org 2011).
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2.1.3 Perindopril (PER)

Sekil 2.4  PER’in kimyasal yapisi

IUPAC  isimlendirmesi:  (2S,3aS,7aS)-1-[(2S)-2-{[(2S)-1-etoksi—1-oksopentan—2-
illJamino}propanoil]-oktahidro-1H-indol-2-karboksilik asit

Kapali formiilii: C19H32N205
Molekiil kiitlesi: 368,47 g mol™
Smafi: Anjiyotensin Dontistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

PER anjiyotensin I’t anjiyotensin II’ye dOniistiiren enzimin inhibitoriidiir
(AnjiyotensinDoniistiiriicti Enzim, ADE). Doniistiiriicii enzim ya da kinaz, anjiyotensin
I’1 vazokonstriktdranjiyotensin II’ye ¢evirirken bir yandan da vazodilator bradikininin
inaktif heptapeptidedegradasyonununa sebep olan bir eksopeptidastir. ADE inhibisyonu,
plazmadaki anjiyotensinll’nin azalmasina neden olarak, plazma renin aktivitesinin
artmasina (renin salimindan negatifgeribeslemeyi inhibe ederek) ve aldosteron

sekresyonunun azalmasina yol agar.

PER hipertansiyonun tiim derecelerinde etkilidir: Tedavi i¢in kullanildiginda hafif, orta,
siddetli; hem yatarpozisyonda hem de ayakta sistolik ve diyastolik kan basincinda bir
azalma gozlemlenmektedir. PER periferal vaskiiler direnci azaltarak kan basincinin
diismesine yol agar. Sonug olarak, kalp hizina bir etkisi olmadan periferal kan akisi
artar. Antihipertansif aktivite, tek bir dozdan 4 ila 6 saat sonra maksimum diizeye gikar

ve en az 24 saat siirer. Tedaviye yanit veren hastalarda, bir ayin sonundanormalizasyona

10


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen

ulasilmistir ve bu durum tasifilaksi olusmaksizin siirmektedir. Tedavinin kesilmesi,
rebound etkisine neden olmaz. Genis arter elastisitesiniartirir ve kiigiik arterlerin
ortam/liimen oranint azaltir. Gerekli oldugunda, bir tiyazid diiiretikle yapilan ek tedavi,
ilave tiirde bir sinerjinin olusmasina yol acar. ADE inhibitorii ile tiyazid kombinasyonu,
tek basina ditiretik tedavisinin olusturduguhipokalemi riskini azaltir (www.servier.com,
2011, www.wikipedia.org, 2011, Kayaalp, 1998). PER oral yolla hizla emilir ve doruk
derisimebir saatte ulasir. Emilimden sonra yaklasik % 35-50 oraninda ana metaboliti
olan perindoprilata hidroliz olur. Bundan dolay1 yaklasik % 4-12 oraninda degismeden
idrar ile atilir. Tedavi edici dozu hastaya gore degismekle birlikte 5 mg ile 10 mg

arasindadir (Kayaalp 1998, www. servier.com 2011).

2.1.4 Moeksipril (MOE)

Sekil 2.5 MOE’nin kimyasal yapisi

IUPAC isimlendirmesi:(3S)-2-[(2S)-2-{[(2S)-1-etoksi—1-0kso—4-fenilbiitan—2-
illamino}propanoil]-6,7-dimetoksi-1,2,3,4-tetrahidroizokuinolin-3-karboksilik asit

Kapah formiili: C27H34N207

Molekiil kiitlesi: 498,57 g mol™

Smufi: Anjiyotensin Donistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

MOE anjiyo tensin doniistiirici enzim smifindandir. Viicutta anjiyotensin [’in
anjiyotensin II’ye doniismesini engeller. Bu engelleme sonucunda kan basincinda

diisme gozlenir. MOE gerek ayakta, gerekse yatan hipertansif hastalardahastalarin
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tansiyonunu; kalp hizinda, pompalama hacminde ve kalp debisinde her hangi bir
degisme olusturmaksizin kontrol altina alan bir kimyasaldir. Kullanan hastalarda

nadiren hipotansiyona rastlanmistir (Kayaalp 1998, www.adeka.com.tr 2011).

2.1.5 Zofenopril (ZOF)

Sekil 2.6  ZOF’un kimyasal yapisi

IUPAC isimlendirmesi: (2S,4R)-1-((S)-3-(benzoiltiyo)-2-metilpropanoil)-4-
(feniltiyo)prolidin—2-karboksilik asit

Kapali formiilii:  CpoH23NO4S;

Molekiil kiitlesi: 429,55 g mol™

Smifi: Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ADE)

Bazi farmakolojik ozellikleri

ZOF anjiyotensin I’in vazokonstriktor peptid anjiyotensin II’ye doniisiimiinii katalize
eden enzimi bloke eden bir siilfidril anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitoriidiir.
ZOFI| kan basincini, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemini baskilayarak azaltir. ZOF
oral yolla alimindan sonra hizla ve tamamen absorbe olur ve yaklasik olarak tamami
zofenoprilata doniigiir. Plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik % 88 civarindadir.
Alman dozun % 76’lik kismi idrar ile zofenoprilat olarak atilirken bu metabiliti disinda
tanimlanan 7 tane metaboliti daha vardir. Tedavi edici dozu giinde hastaya gore
degisiklik  gostermekle  birlikte 30 mg seviyesindedir (Kayaalp 1998,

www.menarini.com 2011,).
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2.2 Tla¢ Analiz Yéntemleri

Genis ¢esitlilikteki numunelerin degerlendirilmesinde genelliklefarkli kromatografik
yotemler kullanilmakla birlikte genelde sivi kromatografi yontemi tercih edilmektedir.
Bu yontem kullanilarak elde edilen hassas, 6zgiin, kararli ve hizli sonuglarin diisikk
dozlar i¢inde elde edilebilmesi ve teknigin ¢oklu karigimlara uygulanabilmesi en 6nemli
avantajidir. Ancak, cihaz maliyetlerinin yani sira kullanilan kimyasallarin miktar1 ve
maliyeti olduk¢a fazladir. Sivi kromatografi yonteminin yani sira, pek cok ilag etken
maddesinin kromofor gruplara sahip olmasindan dolay:1 spektrofotometrik tekniklerde
siklikla kullanilmaktadir. Ancak kromatografik ¢aligmalarda kullanilan yontemin
gozlenebilme ve alt tayin sinir1 degerleri sistemde kullanilan dedektore bagh
oldugundan siradan dedektorler kullanildiginda plazma, idrar ve serumda ¢of§u zaman
eser miktarda bulunan tiirlerin tayini miimkiin olmamaktadir. Eser miktarda bulunan
tiirlerin tayini icin daha gelismis dedektor sisteminin kullanilmasi gerekmektedir ki bu
gereksinim analiz yontemini daha karmasik hale getirirken ydntemin ekonomik
maliyetini de arttirmaktadir. Spektrofotometrik yontemlerde ise gozlenebilme ve alt
tayin sinir1 degerlerinin diger yontemlere gore goreceli olarak daha yiliksek olmasinin
yaninda kan ve plazma sivilarinda uygulama alanlarmin oldukga kisitli olmasi yontemin
gecerliligini  smirlandirmaktadir. Diger taraftan biyolojik numunelerin ve ilaglarin
analizinde elektrokimyasal yontemlerin kullanimi giderek artmaktadir. Bu artigin
sebebi, kolaylikla ve giivenle kullanilabilen genis c¢esitlilige sahip elektrotlarmn,
elektrokimyasal cihazlarin ve elektrokimyasal yontemlerin ticari olarak gelistirilmesidir.
I[lag etken maddelerinin birgogu voltametrik ydntemlerle cevap vermektedir.
Voltametrik yontemlerle saf etken maddelerin analizi, ¢6zlinmeyen ilag katki maddeleri,
serumda ve plazmada bulunabilen endojen maddeler gibi bozucu etkilere ragmen
girisim etkisi olmadan duyarli bir bigcimde yapilabilmektedir. Voltametrik yontemleri
diger yontemlerden {istiin kilan 6nemli 6zellikleri; az miktarda etken maddenin ve
¢oziiclilerin analiz i¢in yeterli olmasi, kurulumunun oldukc¢a basit ve diger yontemlere
gore daha ekonomik olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, analitlerin 6n saflagtirma
islemine ihtiyag duyulmamasi ve olduk¢a hassas bir yontem olmasidir (Wang 2000,
Bard ve Faulkner 2001).
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2.3 Kaynak Arastirmasi

Bu boliimde tez ¢alismasi kapsaminda ele alinan ilag etken maddelerinin tayini igin
literatliirde mevcut olan yontemlerin performans parametreleri ve uygulama sonuglari

kisaca O0zetlenmistir.

2.3.1 HKA tayini icin yapilan calismalar

Li Hang vd. tarafindan 2011°de yapilan bir ¢alismada basit bir 6n hazirlik agamasindan
sonra HKA ve Reserpine’nin es zamanli tayini i¢in sivi kromatografisi (SK) yontemi
gelistirilmistir. Bu calismada, idrardaki olasi proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in methenol
kullanilmis olup, ila¢ karigimi ¢oktiirme basamagindan sonra etil asetat ile 6ziitlemeye
tabii tutulmustur. Ayirma ve 6ziitlemeden sonra karigimda bulunan Reserpine ve HKA
asetonitril/amonyum kloriir karisimindan olusan tasiyict faz kullanilarak tasmmis,C18
kolonu ile ayrilmis ve ultraviyole-goriiniir bolge dedektorii kullanilarak 268 nm’de
Ol¢tim yapilmistir. Bu ¢alismada HKA i¢in dogrusal ¢aligsma araligi 0,05 — 20,0 pg/mL
olarak belirlenmistir. HKA i¢cin gozlenebilme ve alt tayin smir1 degerleri sira ile 5,5
ng/mL ve 18,2 ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen bu yontem ile yapilan numune
analizlerinde geri kazanim degerlerinin % 89’dan daha yiliksek bulundugu rapor

edilmistir.

Li Hang vd. tarafindan 2011°de yapilan baska bir ¢alismada HKA, triamterene ve
Reserpine’nin es zamanli tayini i¢in hareketli faz olarak asetonitril/asetik asit
karisiminin kullanildig1 biryiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi
Onerilmistir. Bu yontemde, kat1 faz oziitlemesi yapildiktan sonra analitler C18 kolonu
kullanilarak ayrilmis ve 265 nm’ye ayarlanan ultra viyole-goriiniir bolge dedektorii
kullanilmistir. Bu ¢alismada HKA igin dogrusal ¢alisma araligi 20,0 — 1600 ng/mL
olarak belirlenirken, gozlenebilme ve alt tayin sinirlart sirasi ile, 1,70 ng/mL ve 5,5
ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem rat plazmasina ilave edilen HKA
miktarinin tayini i¢in kullanilmis ve % 89,4 ile % 100,8 arasinda geri kazanim degerleri

rapor edilmigtir.
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Gonzalez vd. (2011) icersinde HKA’nin da bulundugu bazi ilag karigimlarinda bulunan
ilag etken maddelerinin tayini i¢in YPSK (LC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu
caligmada hareketli faz olarak formik asit/amonyum format tamponu igeren su (pH 4,1)
ile asetonitril karigimi kullanilmis ve analit molekiillerei C18 kolon ile ayrilmustur.
Numunede bulunan proteinler ¢oktiiriildiiglinde analizin daha kisa siirede
tamamlanacagi belirlenmistir. Bu ¢calismada HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 20,0 —
2000 pg/mL, alt tayin smir1 20,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Yapilan uygulama

calismalarinda % 97,5’ten daha ytiksek geri kazanim degeri bulunmustur.

Tutunji vd. (2010) irbesartan ve HKA’ni es zamanli tayini i¢in kiitle spektrometri ile
kombine SK yontemi Onermislerdir. Bu c¢alismada plazma proteinleri asetonitril
kullanilarak ¢oktiiriiliip siiziildiikten sonra i¢ standart olarak kullanilan losartan ve analit
molekiilleri C18 kolonu kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu c¢alismada HKA i¢in
dogrusal ¢alisma araligi 3 — 88 ng/mL olarak belirlenirken, alt tayin smir1 1,0 ng/mL
olarak hesaplanmigtir. Plazma 6rneklerine standart analitlerin eklenmesi ile yapilan geri
kazanim ¢aligmalarimda HKA i¢in geri kazanim degeri % 90 ile % 110 arasinda rapor

edilmistir.

Tutunji vd. (2009) bisoprolol ve HKA’nin plazma ortaminda es zamanl tayini i¢in
YPSK (LC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada hareketli faz olarak formik
asit/amonyum asetat tamponu iceren su ile asetonitril ve metanol karisimi kullanilmis ve
analit molekiilleri C8 kolonu ile ayrilmistir. HKA i¢in dogrusal ¢aligma araligi 1,0 —
80,0 ng/mL olarakbelirlenen bu ¢alismada, hesaplanan alt tayin sinir1 ise 1,0 ng/mL’dir.
Yapilan uygulama calismalarinda geri kazanim degeri % 98 ile % 105 arasinda

bulunmustur.

Vujic vd. (2009) cilizapril ile HKA’nin idrarda es zamanl tayinine olanak saglayacak
sekilde ultraviyole-goriiniir bdlge dedektdrii kullandiklar1 bir SK  yOontemi
gelistirmiglerdir. Kat1 faz Oziitlemesi sonucu hazirlanan numune metanol-fosfat
tamponu karigimindan olusan hareketli faz ile taginarak C18 kolonunda ayrilmustir.
Gelistirilen bu yontemin 2,4 — 30,0 ug/mL araligindaki HKA derisimleri i¢in uygun
oldugu belirlenmis ve HKA i¢in alt tayin smir1 2,4 pg/mL olaral hesaplanmstir.
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Yapilan uygulamalarda HKA i¢in geri kazanim degerleri % 95,4 ile % 103,1 arasinda

bulunmustur.

Parekh vd. (2008) HKA, quinapril ve quinaprilatin birlikte tayini i¢in LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Bu yOontemde analiz i¢in kati1 faz Oziitlemesi iglemi ile
hazirlanan numune, formik asit-asetonitril karisimi ile tasinmis ve C8 kolonu ile
ayrilmistir. Bu yontemde HKA ‘nin dogrusal ¢aligma araligit 5 — 500 ng/mL olarak
belirlenirken alt tayin sinir1 5,06 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulamalarda

HKA i¢in geri kazanim degerlerinin % 93 ile % 105 arasinda oldugu belirlenmistir.

Obando vd. (2008) HKA ve losartanin es zamanli tayini i¢in yiiksek performansli-diisiik
basin¢gh kromatografik bir yontem Onermislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak
potasyum dihidrojen fosfat-asetonitril-metanol karisimi kullanilmistir. Bu yontemde,
analit molekiilleri diyod array dedektdriin kullanildigi C18 kolonu ile ayrilmistir.S6z
konusu yontemde HKA i¢in dogrusal calisma araligt 1,0 — 10,0 pg/mL olarak
belirlenirken, alt tayin smir1 ise 0,69 pg/mL olarak hesaplanmistir. S6z konusu
yontemde yapilan geri kazanim ¢aligmalarmda HKA’ nin geri kazanim degeri % 94 ile

% 103 arasinda hesaplanmstir.

Maggio vd. (2008) losartan potasyum ve HKA tayini i¢in 220-274 nm arasindaki dalga
boylarinda alinan spektral 6l¢giim sonuglarmin kismi en kiigiik kareler algoritmasi ile
degerlendirilmesine dayanan ¢ok degiskenli analiz yontemi dnermislerdir. Bu yontemde
HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 1,06 — 5,70 mg/L olarak belirlenirken alt tayin smnir1
0,21 mg/L olarak hesaplanmistir. Yapilan geri kazanim c¢alismalarinda numunede

bulunan HKA’nin ortalama olarak % 99’unun belirlenebildigi rapor edilmistir.

Tagliari vd. (2008) ¢ocuklar i¢in gelistirilen oral siispansiyonlarda bulunan HKA’nin
tayini i¢in hareketli faz olarak sodyum fosfat tamponu/asetonitril karigiminin
kullanildig1 bir SK yontemi dnermislerdir. Bu yontemde numune ayirma islemi C18
kolon kullanilarak yapilirken, analit tanima iglemi ise 254 nm’de ultraviyole dedeksiyon
ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu yontemde HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 10 —
50 pg/mL olarak belirlenirken alt tayin smr1 ise 1,23 pg/mL olarak hesaplanmustir.
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Yapilan uygulama ¢alismalarinda geri kazanim degerleri % 100,9 ile % 102,1 arasinda

bulunmustur.

Obando vd. (2008) farkli su orneklerinde losartan potasyum ve HKA’nm es zamanli
tayini i¢in kat1 faz oOziitlemesinden sonra uygulanacak bir kromatografik yontem
onermislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak sodyum dihidrojen fosfat-asetonitril-
metanol karigimi kullanilirken, dedeksiyon 226 nm’ye ayarlamig ultraviyole lamba ile
yapilmistir. Bu yontemde HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0,3 — 1,7 mg/L olarak
belirlenirken alt tayin st 0,3 mg/L olarak hesaplanmistir.Farkli su Orneklerine
standart HKA c¢ozeltilerinden eklemeler yapilarak gerceklestirilen geri kazanim
calismalarinda yontemin geri kazanim degerinin % 95 ile % 118 arasinda degistigi

belirlenmistir.

Shaikh vd. (2008) bisoprolol fumarat ve HKA’nin tablet 6rneklerinde es zamanli
tayinine olanak saglayacak bir kromatografik yontem Onermislerdir. Bu yontemde
hareketli faz olarak fosfat tamponu-asetonitril-tetrahidrofuran karisimi kullanilirken,
dedeksiyon igin 225 nm’de 6l¢iim yapan ultraviyole sistem kullanilmistir. S6z konusu
yontemde HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 125 — 375 ug/mL olarak bulunurken

ortalama geri kazanim degeri ise % 100,4 olarak belirlenmistir.

Yan vd. (2008) plazmada telmisartan ve HKA’nin es zamanli tayinine olanak saglayan
ve numune hazirlamak i¢in sivi-sivi Oziitlemesi basamagini i¢eren bir LC-MS/MS
yontemi onermislerdir. Bu yontemde analit molekiilleri ve i¢ standart amonyum asetat-
formik asit-asetonitril karisimindan olusan hareketli faz ile tasinmistir. Bu calismada
HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 1,0 — 600,0 ng/mL olarak belirlenirken HKA i¢in alt
tayin smirt 1,0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢aligmalarinda % 100

civarmda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Liu vd. (2008) plazma orneklerinde valsartan ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in SK
yontemi Onermiglerdir. Bu c¢alismada analit molekiilleri su- metanol karigiminda

taginirken, ayirma C8 kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemde HKA i¢in
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dogrusal calisma araligi 3,13 — 800 ng/mL olarak bulunurken, geri kazanim degerleri %

85 ile % 105 arasinda rapor edilmistir.

Stolarczyk vd. (2008) bazi antihipertansif ilaglarla birlikte HKA’nin tayini igin
kromatografik ve dansitometrik tayin yontemi 6nermislerdir. Bu ¢alismada HKA analizi
icin hareketli faz olarak etil asetat- tetrahidrofuran-asetik asit karisimi kullanilmistir.
HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0,02 — 0,38 pg/mL olarak belirlenirken, alt tayin
smirt olarak 0,025 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢alismalarinda geri

kazanim degerlerinin % 96 ile % 101 arasinda hesaplandigi rapor edilmistir.

Rezaei vd. (2008) ilag formlarinda bulunan HKA’nin nicel olarak tayini i¢in ¢alisma
elektrodu olarak cok duvarli karbon nano tiip ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrotun kullanildig1 bir adsorptif siyirma voltametri yontemi Onermislerdir. Bu
calismada HKA icin dogrusal ¢aligma arlig1 2,0 — 20,0 nM, alt tayin smnir1 ise 2,5 nM
olarak belirlenmistir. Yapilan tayin uygulamalarinda geri kazanim degerlerinin % 95 ile

% 103 arasinda bulundugu belirtilmistir.

Kolocouri vd. (2007) diger bazi1 maddelerin bulundugu ortamda HKA analizi i¢in kat1
faz 6ziitlemesi sonrasinda uygulanabilecek bir kromatografik yontem 6nermislerdir. Bu
yontemde analitlerin ayrilmasi1 C18 kolonu ile gergeklestirilirken hareketli faz olarak
asetonitril-amonyum asetat karigimi kullanilmistir. HKA i¢in belirlenen dogrusal
calisma araligi 0,50 — 200 ng/mL iken yapilan analiz uygulamalarinda geri kazanim

degerleri % 95 ile % 105 arasinda bulunmustur.

Song vd. (2007) amiloride ve HKA karisiminin es zamanl tayini i¢in SK (LC/MS/MS)
yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada 6rnek hazirlama asamasinda ¢oktiiriicii olarak
asetonitril kullanilarak biyolojik numunelerdeki proteinler c¢oktiiriilmiis ve analit
karisimi formik asit-amonyum asetat-metanol karigimindan olusturulan hareketli faz ile
taginmistir. Bu yontemde HKA i¢in dogrusal ¢aligma aralig: iki farkli dogrusal bolgede
1,0-5,0 ng/mL ve 5,0 — 80,0 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 1,0 ng/mL olarak
hesaplanmigtir. Kan plazmasi 6rnekleri kullanilarak yapilan analiz ¢aligmalarmda HKA

icin % 96,5 — %105,7 arasinda geri kazanim sonuglari rapor edilmistir.
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Sagirli vd. (2007) medoksomil ve HKA karisiminin es zamanli tayini i¢in YPSK
yontemi Onermislerdir. 260 nm’ye ayarlanmis ultraviyole dedektoriin kullanildigi bu
caligmada tasiyic1 faz olarak metanol-fosforik asit-trimetil amin karigimi kullanilirken
ayirma iglemi siyano kolon kullanilarak yapilmistir. Analiz i¢in Onerilen bu yontemde
HKA i¢in dogrusal ¢caligma araligi 0,1 — 4,0 pg/mL olarak belirlenirken, alt tayin smir1
0,1pug/mL olarak hesaplanmigtir. Uygulama sonucunda hesaplanan geri kazanim

degerleri ise % 99,5 civarinda bulunmustur.

Liu vd. (2007) insan plazmasinda HKA tayini i¢in kiitle spektrometri ile kombine bir
SK yontemi Onermislerdir. Baska bir ilag etken madde olan irbesartanin i¢ standart
olarak kullanildig1 bu ¢aligmada analit ve i¢ standart, metanol kullanilarak plazmadan
Oziitlenmistir. Su-metanol karigiminin tasiyici faz olarak kullanildig: caligmada ayirma
islami C8 kolonu ile gergeklestirilmistir. HKA i¢in dogrusal ¢caligma araliginin 0,78 —
200 ng/mL olarak belirlendigi bu calismada alt tayin smir1 0,78 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Onerilen yontem kullanilarak yapilan analiz ¢alismalarinda % 88,7 ile %

108,3 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Vignaduzzo vd. (2006) HKA ve propranolol karisiminin analizi igin tiirev
spektrofotometri ve kismi en kiiclik kareler seklinde iki farkli spektrofotometrik yontem
onermiglerdir. HKA icin 277 nm ve 294 nm degerlerinde 6l¢timlerinin degerlendirildigi
bu caligmada 250 — 350 nm arasinda tarama yapilmis ve HKA i¢in dogrusal ¢alisma
aralig1 8,7 — 16,0 mg/L olarak belirlenmistir. HKA i¢in hesaplanan alt tayin sinirmin
0,37 mg/L olarak hesaplandig1 bu calismada geri kazanim degerleri % 92 ile % 101

arasinda rapor edilmistir.

Baing vd. (2006) ramipril-losartan potasyum-HKA karisiminin analizi igin ters faz-SK
yontemi Onermislerdir. Sodyum perklorat-asetonitril karigiminin tastyic1 faz olarak
kullanildig1 bu ¢alismada analit karisimi C18 kolon kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu
calisgmada dedektor olarak 215 nm’ye ayarlanan ultraviyole lamba kullanilrken HKA
icin dogrusal c¢alisma araligi 8,75 — 16,25 pg/mL olarak belirlenmistir. HKA icin alt
tayin smir1 degerinin 0,08 pg/mL olarak belirlendigi bu ¢alismada HKA i¢in % 99-%

100 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

19



Huang vd. (2006) kaptopril ve HKA karisiminin es zamanli analizi igin ters faz-YPSK
yontemi Onermislerdir. Bu c¢alismada asitlendirilen serum Orneklerindeki analit
molekiilleri 0Once eter, sonra diklor metan ile Ozitlenerek analiz numunesi
hazirlanmistir. Dedektor olarak ultraviyole lambanin kullanildigi bu ¢alismada karigim
C18 kolnu ile ayrilmistir. HKA igin belirlenen dogrusal ¢aligma aralign 10 — 1200
ng/mL iken alt tayin st ise 3,3 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama

caligmalarinda geri kazanim degerleri % 93 — % 104 arasinda bulunmustur.

Li vd. (2006) HKA’nin kan plazmasindan tayini i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yontemi
gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada i¢ standart olarak kullanilan madde eklendikten sonra
analit etil asetat ile Ozlitlenmistir. Elde edilen analit su-asetonitril tastyict fazi ile
taginarak C18 kolon ile ayirma yapilmistir. HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligmin 2,5 —
200 ng/mL olarak belirlendigi bu ¢alismada alt tayin sinir1 1,0 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen yontem kullanilarak yapilan analiz ¢alismalarinda geri

kazanim degerleri % 98,2 ile % 101,6 arasinda bulunmustur.

Razzak, A (2004) HKA tayini i¢in diferansiyel puls voltametri yontemi 6nermistir. S6z
konusu calismada c¢alisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot kullanilmistir. Bu
calisgmada, HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 24 — 320 ng/mL olarak belirlenirken, alt
tayin sinir1 24 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada 6nerilen yontemin analiz i¢in
uygulanmasi sonucu elde edilen geri kazanim degerlerinin % 99 ile % 103 arsinda

degistigi rapor edilmistir.

2.3.2 INDA tayini icin yapilan ¢calismalar

Omar, M.A. (2010) INDA ve HKA’nin da bulundugu bazi diiiretik ilag aktif
maddelerinin tayini i¢in s6z konusu ila¢ etken maddelerinin eosin ve kursun ile
kompleks olusturmalarma dayanan spektrofotometrik ve spektrofulorimetrik yontemler
gelistirmistir. Sektrofotometrik yontemde dogrusal ¢alisma araligi her iki madde icin de
8,0-40,0 pg/mLolarak belirlenirken, spektrofulorimetrik yontemde 0,05 — 0,25 pg/mL
olarak belirlenmistir. INDA igin alt tayin smir1 spektrofotometrik yontemde 0,138
pg/mL olarak, spektrofulorimetrik yontemde ise 0,039 ng/mL olarak hesaplanmustir.
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HKA i¢in alt tayin smir1 spektrofotometrik yontemde 0,123 pg/mL olarak,
spektrofulorimetrik yontemde ise 0,044 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz

caligmalarinda % 98 ile % 100 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Zhao vd. (2010) INDA tayini igin ultraviyole dedektorlii (LC-UV) ve Kkiitle
spektrometre ile kombine (LC/MS/MS) olmak tizere iki farkli kromatografik yontem
gelistirmiglerdir. LC-UV yodnteminde dogrusal ¢alisma araligi 5,0 — 160,0 ng/mL olarak
belirlenirken, LC/MS/MS yonteminde ise 0,2-160,0 ng/mL olarak belirlenmistir. LC —
UV’de alt tayin sinir1 5,0 ng/mL olarak hesaplanirken ikinci yontemde 0,2 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢alismalarinda % 94 ile % 104 arasinda geri kazanim

degeri rapor edilmistir.

Zheng vd. (2010) icersinde INDA nin da bulundugu bazi doping etkili ilaglarmn tayinine
yonelik amperometrik dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde INDA icin belirlenen dogrusal ¢alisma araligi 3,7 — 3200 pM olarak rapor
edilmistir. S6z konusu yontemde goézlenebilme smir1 0,95 pM olarak hesaplanmustir.

Yapilan uygulamalarda geri kazanim degerinin % 102 civarinda oldugu belirtilmistir.

Elshanawane vd. (2008) ikili karisimlarda INDA tayini igin ters faz SK yontemini
gelistirmislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak potasyum dihidrojen fosfat-metanol
karisimi kullanilirken, analitlerin ayrilmasi siyanopropil kolon kullanilarak yapilmis,
dedeksiyon ise 210 nm’de yapilmistir. INDA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 2,0 — 10,0
pg/mL olarak belirlenirken, ayni parametre PER i¢in ise 8,0 — 32,0ug/mL olarak
belirlenmistir. Alt tayin smir1 degerleri ise PER icin 0,03ug/mL, INDA icin ise 0,062
pg/mL olarak hesaplanmistir.

Alnajjar A.O. (2008) ilaglarda bulunan kaptopril ve INDA’nmn es zamanli tayini i¢in
UV foto diyot array dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmistir. Bu
calismada INDA icin dogrusal ¢alisma araligi 0,10 — 40,0 mg/L olarak belirlenirken,
gozlenebilme smir1 0,045 mg/L olarak hesaplanmistir. S6z konusu ¢aligmada yapilan

analizlerde INDA igin % 90 — % 97 arasinda geri kazanim degeri elde edilmistir.
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Zheng vd. (2008) INDA ve HKA’nin da bulundugu baz1 ilaglarin es zamanli tayini i¢in
amperometrik dedektorlii ve 6n zenginlestirme basamagi bulunan kapiler elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Bu calismada HKA i¢in dogrusal ¢alisma araligi 0,06 — 110
pg/mL, INDA igin ise 0,03 — 25 pg/mL olarak belirlenirken, gdzlenebilme smir1t HKA
icin 20pg/mL, INDA icin ise 9,0 pug/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama

calismalarinda % 93 ile % 102 arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Lu vd. (2007) INDA ve HKA’ninda bulundugu 12 farkh diiiretik ilacin es zamanl
tayini icin kiitle spektrometresi ile kombine halde kapilari elektroforez yontemi
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada HKA igin dogrusal ¢alisma aralig1 8,7 — 517 uM, INDA
igin ise 1,8 — 210 uM olarak belirlenirken, alt tayin smir1t HKA i¢in 2,7uM, INDA igin
ise 0,57 uM olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 76 ile %86

arasinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Ding vd. (2006) INDA tayini i¢in bir SK (LC/ESI/MS) ydntemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde hareketli faz olarak amonyum asetat-metanol karisimi kullanilirken analit
karistmi C18 kolon kullanilarak ayrilmistir. S6z konusu yontemde dogrusal calisma
araligi 0,10 — 100 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin smir1 0,10 ng/mL olarak
hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 90 ile % 94 arasinda geri kazanim

degeri rapor edilmistir.

Hang vd. (2006) INDA tayini i¢in bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Bu ydntemde
numune dietil eter kullanilarak oziitlenmistir. Oziitleme ile hazirlanan numune
asetonitril-metanol-su karisiminda olusan hareketli faz ile tasmmustir. S6z konusu
yontemde dogrusal ¢alisma araligi 10 — 400 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1
10 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama ¢aligmalarinda % 100 ile % 104

arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Chen vd. (2006) INDA tayini i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yéntemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde sivi-sivi Oziitlemesi ile hazirlanan numune C18 kolon kullanilarak ayrilmistir.

S6z konusu yontemde dogrusal ¢alisma araligi 0,5 — 100 ng/mL olarak belirlenirken alt
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tayin smir1 0,20 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama ¢aligmalarinda % 85

ile % 115 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Suo vd. (2005) INDA tayini igin sivi-sivi 6ziitlemesini takip eden bir YPSK ydntemi
onermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan numune asetonitril-tetrahidrofuran-trifloroasetik
asit karisiminda olugan hareketli faz ile tasmmustir. S6z konusu yontemde dogrusal
calisma aralig1 0,048 — 200 pg/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 0,048 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama ¢alismalarida % 98 ile % 103 arasinda geri

kazanim degeri rapor edilmistir.

Albu vd. (2005) INDA tayini i¢in tersiyer biitil metil eter kullanarak yapilan sivi-sivi
oziitlemesini takip eden birSK (LC/ESI/MS) yontemi Onermislerdir. Oziitleme ile
hazirlanan numune metanol-formik asit karistmindan olusan hareketli faz ile tasmip
C18 kolonu ile ayrilmistir. S6z konusu yontemde dogrusal ¢alisma araligi 0,25 — 50
ng/mL olarak belirlenirken alt tayin smir1 0,25ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan

uygulama ¢alismalarinda % 98 ile % 104 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Gao vd. (2005) INDA tayini igin metil tersiyer biitil eter kullanarak yapilan sivi-sivi
oziitlemesinden sonra ters faz YPSK ydntemi dnermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan
numune asetonitril-2-propanol karisimindan olusan tasiyici faz ile tasimstir. Soz
konusu yontemde dogrusal ¢alisma araligi 5,0 — 500 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin
smirt 5,0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 96 ile %

102 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Fei vd. (2005) INDA tayini igin ¢6ziiniir Mn*" ile INDA arasindaki kemiliiminesans
tepkimesine dayanan bir kimyasal liiminesans yontemi Onermislerdir. Bu ydntemde
dogrusal ¢aligma araligi 0,2 — 5000 ng/mL olarak belirlenirken alt tayin smnir1 8,0 ng/mL
olarak hesaplanmustir. Yapilan uygulama c¢aligmalarinda % 96 ile % 104 arasinda geri

kazanim degeri rapor edilmistir.
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Ciborowski vd. (2004) INDA ve HKA’nm da bulundugu baz1 diiiretiklerin tayini igin
kemiliimiinometrik bir ydntem 6nermislerdir. Bu yontemde INDA icin dogrusal calisma
araligt 0,5 — 14 pg/mL, HKA i¢in ise 0,5 — 5,0 pg/mL olarak belirlenmistir.
Gozlenebilme st INDA igin 0,02 pg/mL, HKA igin ise 0,005 pg/mL olarak

hesaplanmistir.

Wang vd. (2004)INDA tayini igin akisa enjeksiyon yontemi ile kombine bir kimyasal
liminesans yontemi onermislerdir. Bu yontemde dogrusal ¢aligma araligi 10,0 — 1000
ng/mL olarak belirlenirken alt tayin sinir1 3,4 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan

uygulama calismalarinda % 99 ile % 102 arasinda geri kazanim degeri rapor edilmistir.

Zendelovska vd. (2003) INDA tayini igin kat1 faz dziitlemesini miitakip uygulanacak bir
YPSK yontemi Onermislerdir. Oziitleme ile hazirlanan numune asetonitril-su
karisimidan olusan tasiyici faz ile tasmip C8 kolonu ile ayrilmistir. Dekdeksiyonun
240 nm’de yapildig1 s6z konusu ¢alismada dogrusal ¢alisma aralig1 serum 6rnekleri i¢in
10,0 — 100 ng/mL, tam kan 6rnekleri i¢in ise 50 — 500 ng/mL olarak belirlenmistir. Ayni
ornekler i¢in alt tayin smir1 degerleri 10 ng/mL ve 50 ng/mL olarak hesaplanmustir.
Yapilan uygulama caligmalarinda % 97 ile % 106 arasinda geri kazanim degeri rapor

edilmistir.

Siislii vd. (2002) INDA tayini icin tiirev spektrofotometri yontemi gelistirmislerdir. Bu
calismada 252,8 nm’de alinan spektrumlarin birinci tiirevleri ile 260,4 nm’de alinan
spektrumlarin ikinci tiirevleri degerlendirilerek yontem gelistirilmistir. Birinci tiirev
calismalarinda dogrusal calisma araligir 1,0 — 30,0 pg/mL olarak belirlenirken, ikinci
tiirev caligmalarinda ise 1,0 — 35,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Alt tayin smir1 birinci
tiirev yonteminde 0,43 pg/mL olarak hesaplanirken, ikinci tiirev yonteminde ise 0,73
pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama caligmalarinda % 100 degerine yakin

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Saleh vd. (2001) INDA tayini igin iki farkli kalorimetrik yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemler asidik ortamda INDA ile Fe** arasinda gerceklesen tepkimeye

dayandirilmigtir. Birinci yontemde dogrusal ¢aligma araligr 1,0 — 12,0 pg/mL olarak
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belirlenirken, ikinci ¢aligmalarda ise 4,0 — 18,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Alt tayin
siirt birinci yontemde 0,83 pg/mL olarak hesaplanirken, ikinci yontemde ise 3,1
pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulama calismalarinda % 100 degerine yakin

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Radi A. (2001) INDA tayini i¢in ¢alisma elektrodu olarak karbon pasta elektrodun
kullanildig1 diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametri yontemi Onermistir. Bu
calismada dogrusal ¢alisma araligir 0,05 — 0,1 uM olarak belirlenirken, alt tayin smir1

15,0 nM olarak hesaplanmustir.

2.3.3 PER tayini icin yapilan calismalar

Georgakakou vd. (2010) PER analizi ve PER’in plazmadaki ana metabolitlerin
belirlenmesi i¢in bir SK (LC/ESI/MS) yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada analiz
coOzeltisi plazma O6rnegi kati-faz oziitlemesine tabii tutularak hazirlanmistir. Amonyum
asctat ¢ozeltisi-asetonitril-metanol karisimmin hareketli faz olarak kullanildigi bu
calismada PER i¢in dogrusal ¢alisma araligi 50 — 500 ng/mL olarak belirlenirken alt
tayin smir1 1,61 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢alismalarinda elde edilen

geri kazanim degerleri ise % 96,1 ile % 105,1 arasinda rapor edilmistir.

Medenica vd. (2007) tabletlerdeki PER miktarmm ve safsizliklarin tayininde
kullanilmak tizere bir ters faz-YPSK yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada tasiyici faz
olarak su-asetonitril karisimi kullanilirken ayirma islemi C8 kolonu kullanilarak,
dedeksiyon ise diyot array detektor kullanilarak yapilmistir. PER i¢in dogrusal ¢alisma
araligmimn 0,01 — 1,0 mg/mL olarak belirlendigi bu calismada alt tayin smir1 ise 0,04
pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz ¢calismalarinda % 100 ile % 105 arasinda

geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Ozoemena vd. (2004) PER tayini i¢in maltodextrin temelli potansiyometrik membran
elektrot gelistirmislerdir. Bu ¢alismada dogrusal ¢alisma araligi 10 nM — 5 mM olarak
belirlenirken alt tayin smir1 1,0 nM olarak hesaplanmistir.  Yapilan analiz

uygulamalarinda % 100 civarinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.
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Emara vd. (2003) bazi anjiyo tensin doniistiiriici enzimlerin tayini igin CuO
taneciklerinin reaktor olarak kullanildigi akis-enjeksiyon yontemi Onermislerdir. Bu
calisma, akisa enjekte edilen ilag madde karisimindaki ilag aktif maddelerinin CuO ile
etkilesimleri sonucu tiirevlendirilmesi ve elde edilen kompleks yapinin ultraviyole-
gorlinlir bolgede spektrumlarinin alinmasi temeline dayandirilmistir. PER i¢in yapilan
calismalarda dogrusal ¢alisma araligr 5,0 — 11,0 pg/mL olarak belirlenirken, alt tayin
siirt 0,12 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Yapilan uygulama g¢aligmalarinda % 100

civarinda geri kazanim degerleri rapor edilmistir.

Stefan vd. (2002) PER tayini i¢in akis sisteminde amperometrik biyosensor dedektor
kullanilan bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde PER’in farkli enantiyo izomerleri
icin farkl analitik parametreler belirlenmistir. S-PER i¢in dogrusal ¢alisma araligi 60,0
—800,0 nM iken R-PER igin 60,0-900,0 nM olarak belirlenmistir. Her iki izomer igin
gozlenebilme simir1 40,0 nM olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada % 100 civarinda geri

kazanim degerleri rapor edilmistir.

Erk, N. (2001) INDA ve PER tayini i¢in spektrofotometrik ve kromatografik (YPSK)
yontem gelistirmistir. Bu c¢alismada hem farkli yontemler gelistirilmis hem de
gelistirilen yontemler arasinda karsilastirma yapilmistir.  Bu yOontemlerden YPSK
yonteminde hareketli faz olarak fosfat tamponu ve asetonitril karisimi kullanilmustir.
S6z konusu caligmada analit karisimi C18 kolonu ile ayrilirken, dedksiyon 215 nm’ye
ayarlanmis olan ultraviyole lamba ile yapilmistir. Kromatografi calismasinda PER icin
dogrusal ¢alisma aralig1 5,0 — 70,0 pg/mL olarak belirlenirken INDA igin ise 8,0 — 35,0
pg/mL olarak belirlenmistir. Bu maddeler i¢in hesaplanan alt tayin siirlar1 ise PER i¢in
0,78 upg/mL, INDA icin ise 0,67 pg/mL olarak hesaplanmistir. Calismalarin
spektrofotometri kisminda ise tiirev ve oran spektrofotometri ¢aligmalar1 yapilmistir.
S6z konusu ¢aligmalarda PER i¢in dogrusal ¢aligsma araligi 10,0 — 50,0 pg/mL olarak
belirlenirken, INDA igin ise 10,0 — 30,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Spektrofotometrik
caligmalarda PER i¢in hesaplanan alt tayin smir1 degeri 0,79 pug/mL olarak rapor
edilirken INDA igin ise 0,89 pg/mL olarak rapor edilmistir. Yapilan analiz

uygulamalarmnda % 98-% 99 arasinda geri kazanim degerleri bulunmustur.
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Staden vd. (2000) PER’in enantiyo izomeri olan R-PER tayini i¢in D-amino asit oksidaz
temelli amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Bu calismada dogrusal c¢alisma
araligit 20 — 400 nM olarak belirlenirken, goézlenebilme smir1 10 nM olarak
hesaplanmigstir. Gelistirilen biyosensor kullanilarak yapilan tayin ¢alismalarinda % 100

civarida geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Stefan vd. (1999) PER’in enantiyo izomeri olan S-PER tayini i¢in grafit pasta temelli
potansiyometrik membran elektrot gelistirmislerdir. Bu ¢aligmada dogrusal ¢alisma
araligt 10 pM — 10 mM olarak belirlenirken, gozlenebilme smir1 SuM olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen membran elektrot kullanilarak yapilan tayin ¢aligmalarinda

% 100 civarinda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

2.3.4 MOE tayini icin yapilan cahsmalar

Attia (2010) MOE tayini i¢in karbon pasta elektrot ylizeyinde diferansiyel puls
voltametri yontemi 6nermistir. Bu caligmada karbon pasta elektrodun ylizeyi sodyum
dedosil stilfat kullanilarak modifiye edildikten sonra calisma elektrodu olarak
kullanilmistir. S6z konusu ¢alismada dogrusal calisma araligi 0,40 — 5,2 uM olarak
belirlenirken, alt tayin sinir1 ise 0,23 uM olarak hesaplanmistir. Piyasada bulunan tablet
orneklerindeki MOE’yi tayin etmeye yoOnelik yapilan g¢alismalarda geri kazanim

degerlerinin % 99 ile % 101 arasinda bulundugu ilan edilmistir.

Ertirk vd. (2003) tabletlerde MOE ve HKA’nin es zamanli tayini igin tiirev
spektrofotometri ve YPSK yontemleri 6nermislerdir. Tiirev spektrofotometrik yontemde
MOE i¢in dogrusal ¢alisma araligi 1,0 — 11,0 pg/mL olarak belirlenirken, HKA i¢in 0,5
— 9,0 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu yontemde MOE i¢in hesaplanan alt tayin smir1
1,0 pg/mL iken HKA i¢in 0,5 ug/mL olarak belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada verilen
YPSK yonteminde ise hareketli faz olarak fosfat tamponu-asetonitril karigimi
kullanilmistir. Bu yontemde dogrusal ¢alisma araligi her bir ilag i¢in 0,50 — 12,0 pg/mL
olarak belirlenirken, alt tayin sinir1 degeri MOE i¢in 0,10 pg/mL ve HKA i¢in
0,025pug/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan uygulamalarda MOE i¢in geri kazanim
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degerleri % 95 ile % 101 arasinda bulunurken, HKA icin % 96 ile % 102 arasinda

bulunmustur.

2.3.5 ZOF tayini i¢cin yapilan calismalar

Carlucci vd. (2010) ZOF ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in ultraviyole-goriiniir bolge
spektrofotometri yontemi Onermislerdir. Bu yontemde dordiincii tiirev spektrumlari
kullanilmis ve dogrusal calisma araligi ZOF i¢in 5,0 — 40,0 pg/mL, HKA i¢in ise 1,0 —
20,0 pg/mL olarak belirlenmistir. Alt tayin sinir1 degeri ise ZOF i¢in 2,0 ng/mL olarak
hesaplanrken, HKA i¢in 0,2 pg/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz
calismalarinda geri kazanim degerlerinin her iki ilag icin % 98 ile % 102 arasinda

degistigi belirtilmistir.

Carlucci vd. (2010) ilag tabletlerinde ZOF ve HKA’nin es zamanli tayinine yOnelik
diyod-array dedektorlii YPSK yontemi 6nermislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak
su-TFA karigimi kullanilirken analitlerin ayrilmasi igin C18 kolonu kullanilmistir. S6z
konusu calismada ZOF i¢in dogrusal caligma araligt 5,0 — 40,0 pg/mL olarak
belirlenirken, HKA i¢in 1,0-20,0 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu yontemde ZOF igin
alt tayin smir1 0,08 pg/mL olarak hesaplanirken, HKA i¢in ise 0,06 ug/mL olarak
hesaplanmistir. Yapilan tayin ¢alismalarinda her iki ilag i¢in geri kazanim degerlerinin

% 99 ile % 100 arasmda bulundugu rapor edilmistir.

Dal Bo vd. (2000) ZOF ve ZOF’un metaboliti olarak bilinen zofenoprilatin plazmadan
tayini i¢in dedektdr olarak kiitle spektrometrinin kullanildigi bir SK ydntemi
onermislerdir. Bu calismada ZOF icin belirlenen dogrusal calisma araligi 1,0 — 300
ng/mL olarak verilirken, alt tayin sinir1 ise 1,0 ng/mL olarak hesaplanmistir. Yapilan

analiz calismalarinda geri kazanim degerleri % 70 ile % 85 arasinda bulunmustur.

Tez kapsamindaki molekiillerin tayinine yonelik yapilan kaynak Ozetlerinden de
anlasilacag1 gibi ZOF, MOE ve PER i¢in az sayida tayin yontemi gelistirme ¢aligmasi
varken HKA ve INDA tayini igin ise oldukg¢a fazla sayida tayin yontemi gelistirme

calismast yapilmistir. Yapilan calismalarin biiyilk bir boliimiiniin farkli tiirden
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kromatografik yontemler oldugu goriilmektedir. Kromatografik yontemlerin biiyiik bir
kisminda kat1 faz veya sivi-sivi Oziitlemesi basta olmak {izere zaman alic1 ve oldukca
zahmetli 6n hazirlik ve 6n deristirmeye yonelik calismalarin yapildigi goriilmektedir.
Deristirme ve/veya numune hazirlama amaci ile caligmalara ihtiyag duymayan
yontemlerin ise olduk¢a yiiksek maliyetler ile kurulabilen bilesenlere sahip olduklar bir
gercektir. Ayrica tayin icin yapilan yontem gelistirme caligmalarinda kullanilan
yontemlerin birgogunun sadece tayin i¢in kullanilabildigi, s6z konusu ila¢ etken
maddesinin  indirgenme-yiikseltgenme davranislari, olast etki mekanizmalari,
farmakolojik ozelikleri vb. birgok konuda yardimci ve tamamlayict bilgilerin elde
edilemeyecegi a¢iktir. Bunlarin yaninda elektrokimyasal yontemler;
e hizli ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi,
e kromatografik yontemlere gére olduk¢a az miktardaki kimyasal gerektirmesi,
e Dbir ¢cok madde i¢gin 6n deristirme ve saflastirmaya ihtiyag duymamasi,
e gerekli cihaz ve kurumun oldukga basit, ekonomik ve tasmabilir olmasi,
e yeterince farkl potansiyellerde pik veren maddelerin es zamanli tayinine olanak
saglamasi,
e adsorptif siyirma uygulamasi ile ng/mL seviyesindeki derisimlere kadar 6l¢iim
ve tayin yapilmasina olanak saglamasi,

e hizly, tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar vermesi

gibi bir takim avantajlara sahiptir. Bu avantajlarin yani sira elektrokimyasal yontemler
kullanilarak maddelerin elektrokimyasal davranis1 ve indirgenme-yiikseltgenme
yetenegibelirlenmektedir. Bazi ilag etken maddelerin canli biinye icersinde elektron
alis/verisi ile (redoks tepkimeler ile) etki gosterdigi diisiiniildiigiinde, s6z konusu
maddenin elektrokimyasal davranisinin belirlenmesi, ila¢ etken maddesinin; etki
mekanizmasi, etkiledigi organlar ile birtakim farmakolojik ve farmakinetik

ozelliklerinin belirlenmesine 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.

2.4 Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, ¢ozelti ortaminda homojen olarak veya elektrot ylizeyinde
heterojen olarak gergeklesen yiik aktariminin incelendigi ve aktarilan yiik miktarinin

madde miktar1 ve elektron sayisi ile iliskilendirildigi analitik yontemlerdir. Bir
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caligmada kullanilacak olan elektrokimyasal yontem s6z konusu ¢aligmanin amacina ve
icerigine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Bu kisimda sadece tez ¢calismasinda

yararlanilan elektrokimyasal yontemlerle ilgili kisa bilgi verilmistir.

2.4.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Dontistimlii voltametri; durgun bir ¢ozelti ortamindaki ¢aligma elektroduna uygulanan
iicgen seklindeki potansiyel uyarma (polarizasyon) dalgasinin diizenli bir sekilde
degistirilmesi sonucu olusan akim-potansiyel davraniginin incelenmesine dayanan
elektrokimyasal yontemdir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000). Bu yontemde calisma
elektroduna uygulanan potansiyel baslangi¢ ve bitis potansiyelleri arasinda zamanla
diizenli bir sekilde degistirilerek tarama yapilir. Arastirilmasi diisiiniilen 6zelliklere gore
potansiyel taramasi baslangi¢c potansiyelinde sonlandirilabilecegi gibi baska bir
potansiyel degerinde de sonlandirilabilir. Yine arastirilmasi planlanan 6zellige gore
dontistimlii voltametride tek doniisiim alinabilecegi gibi istenilen sayida doniisiim de
almabilir. Biitlin bu taramalarda calisma elektroduna uygulanan potansiyele karsi

sistemden gegen akim incelenir.

Elektrokimyasal c¢alismalarin mekanizma aydinlatma kisminda, ¢6zelti/elektrot ara
yiizeyinde gerceklesen degisimlerin kinetigi ve termodinamigi ile ilgili nitelikli
bilgilerin elde edilmesinde ve olas1 kimyasal/elektrokimyasal doniisiimler ile bu
dontistimlere eslik eden birtakim elektrokimyasal parametrelerin belirlenmesinde en sik
basvurulan deneysel yoOntemlerden birisi doniisiimlii voltametridir. DOniisiimlii
voltametrinin yaygin olarak tercih edilmesi bu yontemin redoks tepkimelerinin
termodinamigi, heterojen elektron transferinin kinetigi ve incelenen tepkimeye
adsorpsiyon-difiizyon gibi tasinim ve tutunma olaylarinin etkisiyle ilgili hizli, dogru ve
onemli bilgiler vermesinden kaynaklanmaktadir (Brett ve Brett 1992, Gosser 1994,
Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001).

Dontisiimlii voltametride negatif potansiyel yoniindeki potansiyel taramalarina katodik,
pozitif potansiyel yoniindeki taramalara ise anodik tarama denilmesinde saglanmis

birlik varken, potansiyel eksenin hangi tarafinin negatif hangi tarafinin pozitif alinmasi
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konusunda ve indirgenme-yiikseltgenme akimiin polaritesi (isareti) konusunda heniiz
birlik saglanmig degildir. Sekil 2.7°de voltametrik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan
potansiyel ve akim isaret ve yonlerinin isimlendirilme sistemleri verilmistir (Bard ve

Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd.2010).
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Sekil 2.7 Voltametrik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan potansiyel ve akim isaret
ve yonlerinin isimlendirilme sistemleri

2.4.1.1 DV’de akim cesitleri ve 6nemli parametereler

Diger elektrokimyasal yontemlerde oldugu gibi voltametrik ¢alismalarda da kaynagma

bagli olarak isimlendirilen iki farkli akim vardir:

i.  Kapasitif akim: Caligmalarda kullanilan ¢oziicti-destek elektrolit molekiillerinin
calisma elektrodu cevresinde bulunan kisimlar1 uygulanan potansiyel
sonucunda bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorlerin elektriksel
yiiklenmeleri sonucu olusan akima kapasitif akim denir. Bazi kaynaklarda
artik akim olarak ta isimlendirilen bu akimin elektron transferi ile ilgisi
yoktur. Kullanilan ¢o6ziicii-destek elektrolit c¢esidi ve derisimi, sicaklik,

caligma elektrodu cinsi ve yiizey alani, pH ve tarama hiz1 gibi baz1 deneysel
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parametrelerden etkilenir. Elektrokimyasal tayin yontemi ¢aligmalarinda bu

akim bileseninin minimum olmasi istenir.

ii. Faradayik akim: Elektron akrtarimi sonucu olusan akimdir. Elektrokimyasal
caligmalarda degerlendirilen ve degerlendirilmesi sonucu sistem ile ilgili

termodinamik ve/veya kinetik bilgilerin elde edildigi akim g¢esididir.

Doniisiimlii voltametride ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel i¢in deneysel olarak

kontrol edilebilecek degisik parametreler vardir:

I.  Baslangi¢ potansiyeli: Calisma elektroduna uygulanacak olan potansiyel
taramasmim bagladigi potansiyel degeridir. Calismalarda baslangi¢

potansiyelinin elektron aktarimimin olmadigi bir deger segilmesi tercih edilir.

ii. Donme potansiyeli: Potansiyel taramasmin yoniiniin degistirilecegi (anodik

yonden katodik yone veya katodik yonden anodik yone) potansiyel degeridir.

iii. Bitis potansiyeli: Potansiyel taramasmin sonlandirilacagi potansiyel degeridir.
Bu deger incelenen o6zelliklere gore baslangig potansiyeli ile aym veya

baslangic potansiyelinden farkli bir deger olabilir.

iv. Anodik tarama: Baslangi¢ potansiyeline gore daha pozitif potansiyel degerine
dogru yapilan potansiyel taramasidir. Bu taramada olasi yiikseltgenme

davranislar1 incelenir.

v. Katodik tarama: Baslangi¢c potansiyeline gore daha negatif potansiyel
degerlerine dogru yapilan potansiyel taramasidir. Bu taramada olas1

indirgenme davraniglar1 incelenir.

vi. Tarama hizi: Basglangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline kadar yapilacak olan
potansiyel taramasinda potansiyelin hangi hizda degisecegini belirten
parametredir. Tepkime mekanizmasmin aydinlatilmasinda  oldukca

Onemlidir.
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vii. Segment: Baslangi¢ potansiyelinden donme potansiyeline kadar yapilan

taramaya veya bu tarama sonucu elde edilen voltamograma segment denir.

viil. Dongii: Baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline kadar yapilan, genelde iKi
segmentten olusan taramaya veya bu tarama sonucu elde edilen

Voltamograma dongii denir.

Bu parametreler kontrol edilerek sabit tarama hizinda, uygulanan potansiyele karsi
olusturulan akim grafigine volt-amperogram (voltamogram) denilir. Bir voltamogramin

calismalara 151k tutabilecek farkli parametreleri sunlardir:

i.  Pik potansiyeli (Ep): Uygulanan potansiyelin elektron aktarimina sebep oldugu,
faradayik akimm en yiiksek degere ulastigi andaki potansiyel degeridir.
Elektrokimyasal ¢alismalarda elde edilebilecek olasi bir pikin potansiyeli;
incelenen molekiiliin yapisal ozelliklerine, c¢alismalarin yapildigi ¢aligsma
elektroduna, pH’ya, kullanilan destek elektrolit ve ¢oziicii cinsine, sicakliga
ve tarama hizina gore degisiklik gosterebilir. Pik potansiyeli ve pik
potansiyelinde deneysel kosullara gbére meydana gelebilecek degisiklik
yapilan elektrokimyasal ¢alismada elde edilecek termodinamik ve kinetik

sonugclar i¢in oldukc¢a 6nemlidir.

ii. Yar pik potansiyeli (En, Epn, Ep12): Pik akimmin en yiiksek degerinin yarisina
ulagtigi  noktadaki potansiyel degeridir. Bazi durumlarda yar1 pik
potansiyelinin pik potansiyeline gore daha spesifik ve termodinamik-Kinetik

sonuclar i¢cin daha kesin sonuglar verdigi bilinmektedir.

iii. Yar pik genisligi (ypg): Pik akimmin en yiiksek degerinin yarisina ulastigi
noktadaki pik genisligidir.

iv. Pik alkimi (ipa, Ipc): Uygulanan potansiyel sonucunda meydana gelen elektron
aktariminin  olusturdugu akimdir. Bu akimm biyikligi; elektron
aktariminakatilan tiirlerin derisimine, bu tiirlerin diflizyon ve adsorpsiyon
ozelliklerine, kullanilan caliyma elektroduna ve bu elektrodunun yiizey

alanma, kullanilan destek elektrolit ve ¢Oziicii cinsine ve derisimine,
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sicakliga ve tarama hizina baghdir. Pik akimmin o6lgiilmesinde farkli

yaklagimlar sergilenmekle birlikte faradayik akimm kapasitif akimdan

farklilagsmaya basladigi noktaya ¢izilen teget ile pik akiminin maksimum

degere ulastig1 noktaya ¢izilen teget arasindaki dik uzakligin 6lgiilmesi en

dogru yaklasimdir.

V.

Pik alani (Ap): Yapilan ¢aligmalarda elde edilen pikin altinda kalan alandir.

Bazi yazilim programlarinda birimi kulon bazilarinda ise voltamper olarak

verilmektedir

Doéntistimlii voltametride ¢alismalarin yapildigi molekiillere ait karakteristik pikin sekli

ve akimi Sekil 2.8’de sematik olarak gosterilen ve elektrot yiizeyinin ¢ok yakinindaki

diftizyon tabakasinda meydana gelen doniisiimlerden etkilenmektedir (Bard ve Faulkner

2001, Scholz vd. 2010).

ektrot viizevi §

\

Elektrot-Cozelti ara yizeyi ! Cozelti ortam (Bulk ¢&zelti)
1

Yiizeve adsorbe olan vikseligef

Elekirot viizevi

- lTElekn'on transferi

\iizeve adsorbe olan indirgenmis

Olas1 Kimyasal
Ce=—D
Dantistimler

gozeltide

Sekil 2.8  Elektrokimyasal calismalarda pik seklini ve pik akimini etkileyen olasi

doniisiimler

2.4.1.2 Cozelti ortaminda bashca madde tasinim cesitleri ve elektron aktarimi

Sekil 2.8’den de goriilecegi gibi elektrot yiizeyinde veya elektrot/cozelti ara yiizeyinde

gerceklesecek olan elektron aktarimi, elektron aktarimini gergeklestirecek olan tiirlerin

bu bolgelere tagmmasini saglayan kiitle aktarimma oldukca baglidir ve bu aktarimin

genel olarak 3 farkl sekilde gergeklestigi bilinmektedir:
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I.  Difiizyon: Atom, iyon veya molekiillerin bolgeler arasindaki derigim farkindan
dolay1 istemli (kendiliginden) gerceklestirdikleri tasinma hareketidir. Bu
tasinmanin hizi sicaklik, tanecik biiylikliigli ve derisim farki gibi faktorlerden
etkilenir ve s6z konusu tiiriin bolgelerdeki derisimleri esitleninceye kadar

devam eder.

ii. Goé¢ (Migrasyon): Taneciklerin elektrostatik etki ile tasmmasidir.
Elektrokimyasal c¢aligmalarda ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyelin
polaritesine (isaretine) gore hiicredeki tiirlerin elektrot yiizeyine yaklasma
veya elektrot yiizeyinden wuzaklagsmaya yoniinde hareket ettigi

diistiniilmektedir.

iii. Konveksiyon (Nakil): Cozeltide bulunan tiirlerin ¢ozeltinin karistirilmasi ile

taginmasi olayidir.

Kiitle aktarmmi, birim zamanda birim ylizeye giris yapan veya tasman madde olarak

tanimlanan ve birimi mol ¢cm?s’ olan aki ile Olclilmektedir. Calisma elektrodu
yiizeyine aki ile aktarilan madde miktar1 Nernst-Planck esitligi olarak ta bilinen

asagidaki diferansiyel esitlik ile tanimlanmaktadir (Bard ve Faulkner 2001):

aC (x,t) zFDCI0(x,t)
dx RT dx

J(x,t) =-D + C(x,t)V(x,t) (2.1)
Bu esitlikteki D; cm’s ™ biriminde difiizyon katsayisi, dC(x,t)/0x ifadesi t aninda,
elektrot yiizeyine x kadar uzaklikta bulunan noktadaki derisim farkinin uzaklik ile
degisimi, O (x,t)/0x terimi t aninda, elektrot ylizeyine uzaklig1 x olan bir noktadaki
tanecigin potansiyelinin uzaklik ile degisimini, z ve C ise sirasi ile elektro aktif tiiriin
yiikii ve derisimini, V(x,t) ise elektro aktif tiiriin x dogrultusundaki hidrodinamik hizini

sembolize etmektedir.

Voltametrik ¢aligmalarda 6lgiilen akim (i) yukarida tanimlanan ve matematiksel esitligi

verilen aki ile dogru orantilidir ve Esitlik 2.2 ile ifade edilir:
i = —nFAJ (2.2)
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Bu esitlikteki i amper cinsinden 6lgiilen akimi, n, 1mol elektro aktif tiir kullanildiginda
aktarilan elektron sayisimi (mol e/mol molekiil), F, Faraday sabitini (96485 C/mol ¢),

€Y ¢

A, cm? cinsinden elektrodun yiizey alanin1 sembolize etmektedir. Esitlikteki isareti
ise akimm indirgenme veya yiikseltgenme yoniinde oldugunu ifade etmek icin

kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal doniisiimde her {i¢ kiitle aktarimininda etkin olmasi1 durumunda Esitlik
2.1’in ¢oziimii oldukca zor ve karmasik olacaktir. Bu zorluk ve karmasa akim ile analit
derisimini baglantilandrmada da ortaya ¢ikmaktadir. Bu karmasanin Oniine; analit
ortamma anlitin derisiminden goreceli olarak daha yiiksek derisime sahip,
elektrokimyasal olarak aktiflige sahip olmayan bir tuz c¢ozeltisi (destek elektrolit)
eklenerek ve caligma siiresince ¢ozeltinin durgun kosullarda tutulmasi (karistirilmamasi)
ile gecilebilir. Boylece elektro aktif tiiriin elektrot yiizeyine tasinmasinda etkin olan tek
faktor diflizyon olacaktir. Bu durumda elektrot yilizeyinin ¢ok yakininda veya elektrot
ylizeyinde gerceklesecek olan elektrokimyasal degisiklik ¢cozelti-elektrot ara yiizeyinde
analit ve {liriin agisindan bir derisim farki olusturacaktir. Bu derisim farki ise elektron
aktarimin1 gercgeklestirmis olan tiiriin elektrottan ¢ozeltiye dogru, heniiz elektron
aktarimina katilmamis olan tiirlerin ise ¢ozeltiden elektrot yiizeyine dogru diflizyonuna
sebep olacaktir. Bu sartlarda Fick tarafindan gelistirilen difiizyon yasasina gore;
difiizyon hizi, yani “’aki’’ olusturulan derisim farkmin egimi ile dogru orantiidir ve

Esitlik 2.1°de verilen ilk terim gegerli olacaktir.

aC (x,t)
t) =—=D 2.3
j[e% - (23)
Olusturulan son esitlikteki aki (J), Esitlik 2.2°de yerine konulursa akim i¢in;
i = nFAD oCx.t) 2.4
i=n . (2.4)

esitligi olusturulmus olur. Bu esitlikten de anlasilacagi lizere deneysel caligsmanin
(potansiyel uygulamanin) her aninda olusan akim elektro aktif tiiriin derigim farki ile

dogru orantilidir.
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Elektrokimyasal ¢aligmalarda ¢alisma elektrodu ve ¢alismalarin yapildig: tiir arasinda

gerceklesen elektron aktarimimingergeklesebilecegi iki bolge s6z konusudur:

I. Cozelti — elektrot ara yiizeyi
ii. Elektrot ylizeyi

Elektron aktarimmin ¢ozelti-elektrot ara yilizeyinde gergeklestigi elektrokimyasal
doniisiimler kinetik kontrollii veya diflizyon kontrollii sistemler olarak adlandirilirken,
bu aktarimin elektrot yiizeyinde gerceklestigi doniisiimlere ise adsorpsiyon kontrollii
sistemler denilmektedir. Doniigiimlii voltametri, gergeklesen elektrokimyasal degisimin
yukarida verilen iki temel sistemden hangisine ait oldugunu belirlemede en sik
kullanilan deneysel yontemdir. Bunun belirlenmesinde doniistimlii  voltametri
calismalarinda elektro aktif tiirlin derisimi sabit tutularak tarama hizi ¢alismas1 yapilir.
Bu caligsmalarda potansiyel tarama hizi sistematik olarak degistirilir ve isaretine
bakilmaksizin pik akiminin tarama hizi ile degisimi incelenir. Bu incelemede asagida

tanimlanan grafikler olusturulur:

i. Tarama hizina kars1 pik akimi (i, — v)
ii. Tarama hizinin karekokiine karst pik akmmi (i — \b)

iii. Tarama hizinin logaritmasimna karsi1 pik akiminin logaritmasi (log i, — log v)

Olusturulan bu grafiklerden birincisinin (ip — v) dogrusal bulunmasi ve {igiinciiniin (log
ip, — log v) egiminin 1,0 degerine yaklagmasi incelenen elektrot aktarimmin elektrot
yiizeyinde gercgeklestigini (adsorpsiyon kontrollii oldugunu) belirtirken; ikinci grafigin
(ip-\/v) dogrusal ve tliglincii grafigin egiminin 0,5 degerine yaklasmasi ise incelenen
elektron aktariminin elektrot — ¢ozelti ara yiizeyinde gergeklestigini (diflizyon kontrolli
oldugunu) gostermektedir (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001, Cakirer ve Tasdemir
2010). Doniisiimlii voltametride bu incelemeler yapilirken tarama hizi degerlerinin ¢ok
yiiksek (v > 2,0 Vs’l)veya cok diisik (v < 20 mVs™) degerlerde olmamasina dikkat
edilmelidir. Zira tarama hizinin saniyede birka¢ mili volt oldugu ¢ok diisiik degerlerde
tutulmas1 durumunda s6z konusu elektro aktif tiiriin elektrot yiizeyine adsorbe olmak
icin yeterli zaman bulacagi ve incelenen doniislimiin diflizyon kontrollii olsa bile

adsorpsiyon kontrolliiymiis gibi goriilecegi bilinmelidir. Tarama hizinin saniyede birkag
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volt gibi yiiksek secilmesi durumunda ise adsorpsiyon kontrollii mekanizmalardaki
elektro aktif tiirlin yiizeye yeterince adsorbe olmasi zaman yetersizliginden dolay1
mimkiin olmayabilecek ve bu durumda sistem difiizyon kontrolliymiis gibi
algilanacaktir. Bundan dolayr doniisiimli  voltametri ¢aligmalarinda sistemin
adsorpsiyon kontrollii mii, difiizyon kontrollii mii olduguna karar vermek i¢in yapilan

tarama hiz1 ¢alismas1 makul seviyedeki tarama hiz1 degerlerinde yapilmalidir.

Dontigiimlii - voltametri ¢alismalarinda tarama hizi caligmast sadece yukaridaki
sonuglarin elde edilmesi i¢in yapilmaz. Tarama hizi1 ¢alismalar1 doniisiimlerde
gerceklesebilecek olasi radikalik ara {riinlerin tespitinde ve bu ara {riinlerin
calismalarin  yapildig1 ortamdaki goreceli kararliligmin  belirlenmesinde de
kullanilmaktadir. Bu tiir calismalarda segilen tarama hizi degeri 6nem kazanmaktadir.
Ancak ¢ok yitksek tarama hizi (v > 50 Vs™) secilerek yapilan ¢alismalardaoldukea
yiiksek kapasitif akimile karsilagilacagi géz Oniinde tutulmalidir. Bu tiir ¢aligmalarda
cozeltiye elektro aktif tiir eklenmeden alinan 6lgtimlerdeki akim degerleri elektro aktif
tiir eklendikten sonra alinan 6lgtimlerdeki akim degerlerinden ¢ikarilarak net akimlarin

kullanilmas1 daha dogru sonuglar verebilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda elektrokimyasal doniisiimiin hangi olay tarafindan kontrol
edildiginin (diflizyon/adsorpsiyon) anlasilmasi i¢cin daha detayli calismalar da
mevcuttur. Bu calismalarda yine tarama hizi c¢aligmalarinda yukarida verilenlerin

yaninda su grafiklerde olusturulmaktadir (Wopschall ve Shain, 1969):

i. Derisime kars1 pik akiminin derisime orani (i,/C — C)

ii. Tarama hizina karsi pik akimmin derisim ve tarama hizinin ¢arpimina
orani (iy/Cv — v)

iii. Tarama hizina kars1 pik akiminin derisim ve tarama hizinin karekokiiniin

carpimina orant (ip/ oo )

Bu caligsmalarda birinci grafigin azalan bir yaklagim gdstermesi, ikinci grafigin makul

degerlerdeki tarama hizlarinda yaklasik olarak sabit kalmasi, tiglincii grafigin ise artan
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yonde yaklagim sergilemesi incelenen elektron aktariminin yiizeye adsorbe olan tiirler

ile elektrot arasinda gergeklestigini gdstermektedir.

2.4.2 Puls voltametri

Elektrokimyasal ¢aligmalarda daha oncede belirtildigi gibi Olgiilen akima Faradayik
akim ve Faradayik olmayan (kapasitif) akim bilesenlerinin katkilar1 vardir. Ideal bir
elektrokimyasal calismada hedeflenen isekapasitif akim katkisinin asgari seviyeye
cekilmesidir. Yapilan onca calisma ve iyilestirme cabalarina ragmen bir 6l¢iimdeki
kapasitif akimin etkisi sifirlanabilmis degildir. Son zamanlarda kapasitif akimin
sifirlanmas1 yerine Faradayik akimin kapasitif akima oranmin maksimum olacagi
yontemlerin gelistirilmesi 6nem kazanmustir. Belirli araliklarla calisma elektroduna
potansiyel pulslar1 uygulanan ve puls uygulamalarmin 6ncesinde ve/veyasonrasinda
akim Sl¢iimii yapilarak Faradayik akimin kapasitif akima oraninin kayda deger sekilde
arttirildig1r voltametrik yontemler puls voltametrisi olarak isimlendirilmektedir. Bu
yontemlerde puls seklinin ve 6l¢iim zamaninin segilen puls yontemine gore farkliliklari
olsa da genel olarak akim Ol¢limleri kapasitif akimin Faradayik akima gore ihmal
edilebilecek kadar azaldigi1 bir zamanda yapilmaktadir. Sekil 2.9°da ¢alisma elektroduna
potansiyel pulsu uygulandiginda her iki akim bileseninin zamanla nasil degistigi

goriilmektedir (Wang 2000, Scolz vd. 2010).

4

Akim

Faradayik alim

Pulsun yiiklenme am

Sekil 2.9 Calisma elektroduna puls uygulamasindan sonra zamanla Faradayik ve
kapasitif akim bilesenlerinin degisimi
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Puls voltametrisinin bir¢ok ¢esidi olmasina ragmen burada tez ¢alismasinda kullanilan

ii¢ farkli puls voltametrisinden bahsedilecektir:

2.4.2.1 Normal puls voltametri (NPV)

NPV yonteminde calisma elektroduna Sekil 2.10°da gosterilen formda bir potansiyel
pulsu uygulanir (Bard ve Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd. 2010). Bu
yontemde calisma elektroduna uygulanan potansiyel indirgenme potansiyelinden daha
negatif tutulunca indirgenme, yiikseltgenme potansiyelinden daha pozitif potansiyel
degerlerinde tutulunca yiikseltgenme gerceklesir. Her bir potansiyel pulsu
uygulanmadan O©nce c¢alisma elektrodunun potansiyeli bekleme siiresi olarak
isimlendirilen t, kadarlik zaman diliminde baslangi¢ potansiyelinde tutulur. Bu siiregte
eger calismalarin yapildigi elektron aktarimi tersinir ise puls uygulamasinda olusturulan
irin tekrar baglangic molekiiline doniiserek baslangigtaki hiicre kompozisyonu
olusturulmus olur. Bu yontem baslangic molekiillerinin tekrar olusturulamadigi
(tersinmez) doniisiimler i¢in kullanildiginda ise bekleme siiresinin uzun tutulmasiyla her
bir pulstan sonra baslangi¢ hiicre kompozisyonu elde edilir. Ciinkii bekleme siiresi
uzatilinca elektrokimyasal doniisiim sonucu olusan iirlin elektrot yiizeyinden veya
elektrot ylizeyinin ¢ok yakimindan ¢ozelti igersine diflize olur ve elektrot ¢evresindeki
derisim kompozisyonu baslangictaki haline geri doner. Bu yontemde puls siiresi olarak
bilinen t, nin birka¢ mili saniye gibi kisa siireler segilememesi veya bekleme siiresinin
birka¢ saniye gibi uzun tutulacagi sartlar kaginilmaz olursa, ¢alisma elektroduna puls

uygulamasindan sonra ¢ozeltinin kisa bir siire karistirilmasi faydal olacaktir.
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Sekil 2.10 Normal Puls voltametrisinde kullanilan dalga formu ve yontem
parametreleri

NPV c¢aligmalarinda Sekil 2.10°da verilen yontem parametreleri optimize edilerek
yapilan Olgtimlerde; bazi kaynaklarda akim,(i), baz1 kaynaklarda ise limit akimi, (ijim),
seklinde sembolize edilen ve Sekil 2.11°de h; ve h; olarak gosterilen dalga yiikseklikleri
Olciiliir ve bu yliksekliklerin akim olarak esdegeri Esitlik 2.5’te verilen bagint1 ile
hesaplanir (Scholz vd. 2010):

i B (2.5)

Bu esitlikte:
n: aktarilan elektron sayisi (mol e / mol molekiil)
F: Faraday sabiti (96485 C/mol e")
A: elektrot alan1 (cm?)
C: elektroaktif tiiriin derisimi (mol/cm®)
D: elektroaktif tiiriin difiizyon katsayis1 (cm?/s)

tp: puls siiresi (S)
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Bu esitlikten de anlasildigi tizere, NPV’de akim veya limit akimi elektron sayisi, n,
elektrodun yiizey alani, A, elektroaktif tiirlin derisimi, C, ve difiizyon katsayisinin
karekokii, VD, ile dogru orantili, puls siiresinin karekokdi, \/tp ile ise ters orantilidir.
Sekil 2.5’te iki farkl potansiyelde elektrokimyasal doniisiime ugrayan bir molekiiliin
normal puls voltamogrami (NPV) ve ayni molekiiliin doniisiimlii voltamogrami (DV)
verilmistir (Scholz vd. 2010). NPV c¢alismalarinda her pulstan sonra ¢alisma kosullar1 ve
cozelti bilesimi baslangi¢ kosullarindaki gibi ayarlanabilirse bulunan limit akim
degerler1 veya ylksekliklerinin oram1 bu doniisiimlerde transfer edilen elektron

sayilarinin oranina esittir.
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Sekil 2.11 1Iki farkli potansiyelde elektrokimyasal ddniisiime ugrayan bir molekiiliin
normal puls (NPV) ve doniisiimlii voltametri (DV) yontemlerinde alinan
voltamogramlar1

NPV, bu yontemde kullanilan elektro aktif tiiriin veya elektrokimyasal doniisiim sonucu
olusan iirliniin elektrot ylizeyine adsorbe olup olmadigini kontrol etmek icin oldukca
faydali ve pratik bir yontemdir. Zira bu yontemde kullanilan baslangic molekiiliiniin
yiizeye adsorpsiyonu s6z konusu oldugunda Sekil 2.11’de NPV igin verilen
voltamogram dalga seklinden pik sekline donismektedir (Scholz vd. 2010).
Adsorpsiyonun kuvvetli olmasi, adsorpsiyon durumunda derigimin azaltilmas1 ve puls

sliresinin kisaltilmas1 durumunda bu piklerin sekli daha diizgiin gézlenmektedir.
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NPV calismalarinda ana dalgadan daha Once bir 6n-dalga goézlenmesi ise elektrot

tepkimesi sonucu olusan {iriiniin elektrot yiizeyine adsorbe oldugunun gostergesidir.

2.4.2.2 Diferansiyel puls voltametri (DPV)

DPV, elektrokimyasal ve elektro analiz ¢aligmalarda kapasitif akimin elemine edilmesi
icin siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin kapasitif akimi diger yontemlere
gore daha etkin olarak elemine edebilmesinin altinda caligma elektroduna uygulanan
pulsun sekli ve bu uygulamada akimin 6l¢iilme sekli yatar. Zira DPV ¢alismalarinda
ayn1 puls icin iki akim 6l¢timii yapilir. Bu dl¢iimlerden ilki puls uygulamasinin hemen
oncesinde (daha pulsu uygulamadan) ikincisi ise uygulanan pulsun bitiminden hemen
once yapilir. Yontemin akimi olarak ise ikinci akim ile birinci akimin farki alinir. Bu
fark alma islemi kapasitif akimin elemine edilmesine olanak saglar ve akimlar
arasindaki fark Esitlik 2.6’da da gosterildigi gibi elektro aktif tiiriin derigimi ile dogru
orantihdir (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001):

Ji nFACVD (1 - r:r:] 2.6)
L= .
M"Htﬂ 1+ o

Bu esitligin ilk kismindaki terimler Esitlik 2.5’teki terimler ile aynidir ve bu esitligin

Esitlik 2.5’ten tek farki o terimlerinin bulundugu ikinci kisimdir. Bu kisimdaki ¢ terimi:

nFAE
o = g zRT (2.?)

esitligi ile verilir. DPV’ de pik akimmin yari degerindeki pik genisligine yar1 pik
genisligi denir (YPG) ve puls genliginin makul seviyede kii¢iik oldugu 6l¢timlerde:

3,52RT
nF

YPG(mV) = (2.8)

bagmtisina esittir. Bu esitlik kullanilarak elektrokimyasal doniisimde (elektrot

mekanizmasinda) aktarilan elektron sayist hesaplanabilir.
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Ayrica DPV’ de alinan potansiyel-akim grafigi NPV’ deki gibi dalga degil pik
seklindedir. Bu yontemde ¢aligma elektroduna uygulanan pulsun sematize edilmis hali
Sekil 2.12°de verilmistir (Scholz vd. 2010). DPV yonteminde kapasitif akimn bu kadar
minimize edilebilmesinin yonteme kattig1 en Onemli istiinliiklerden birisi birkag
nanomolar ve mikro molar seviyedeki birgok tiiriin elektro analizine olanak
saglamasidir. Ayrica bu yontem ile pik potansiyel degerleri yeterince farkli olan ve

karigim halinde bulunan bazi tiirlerin es zamanli tayini de miimkiin olabilmektedir.
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Sekil 2.12 DPV yonteminde kullanilan dalga formu ve yontem parametreleri

2.4.2.3 Kare dalga voltametri (KDV)

KDV, basamak sekilli yiiksek genlikteki simetrik kare-dalga formunun {ist-liste
getirilmesiyle olusan potansiyel pulslarmin g¢aligma elektroduna uygulandigi bir
diferansiyel puls teknigidir. Bu yontemde de DPV yonteminde oldugu gibi her bir puls
dongiistinde iki defa akim 6lglilmektedir. DPV yonteminden ana farklari ise geri yonde
de puls uygulanmasi sonucu, akimin ileri ydonde uygulanan pulsun bitisi ile geri yonde
uygulanan pulsun bitisinde 6l¢iilmesi ve net akim olarak iki akim arasindaki farkin
alinmasidir (Sekil 2.13). Bu durumda hesaplanan net akim hem ileri yonde uygulanan
pulsun akimmdan hem de geri yonde uygulanan pulsun akimindan daha biiyiik
olacaktir. Ciinkii ileri yonde uygulanan pulsun akimi pozitif, geri yonlii pulsun akimi ise

negatiftir. Bu durumda elde edilen potansiyel-akim egrisi (voltamogram) yari pik
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potansiyeline gore simetrik ve akimi elektro aktif tiirlin derisimi ile dogrusal degisen bir

grafiktir (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2000).

KDV’yi DPV’den ayiran en 6nemli iki 6zellikKDV’de yontemin tarama hizinin (v =
AEf)ve akimin daha yiliksek olmasidir. Hizin yiiksek olmasi rutin analizlerde zaman
tasarrufunun yaninda c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa kullanildiginda bir tek
damlada 6l¢iim yapilabilmesi saglarken, akimin yiiksek olmasi1 daha yliksek duyarliga
ve daha diisiik alt tayin sinirina sahip tayin yontemlerinin gelistirilmesini saglamaktadir.
AE degerinin 0 oldugu durumda KDV yonteminde tarama hizi faktorii elemine edilmis

olur ve yontem verileri DPV yontemi kullanilarak elde edilen verilere yaklasir.

Potansiyel

K—Geri yonts gentik —¥—leri yonu genlik =

Sekil 2.13 KDV’de kullanilan dalga formu ve yontem parametreleri

KDV yonteminde ileri yonlii pulsun sonunda okunan akim ile geri yonlii pulsun

sonunda okunan akim arasidaki farka net akim, (A1), denir ve bu deger:
Al =nFAA@C,/Df (2.9)

esitligi ile ifade edilir. Bu esitlikte Esitlik 2.5’te verilen terimlerin diginda ¢ ve f
terimleri kullanilmistir ve bu terimlerden f, uyarma sinyalinin frekansini sembolize
ederken, ¢ boyutsuz net akim fonksiyonu olarak isimlendirilen bir fonksiyonu
sembolize eder. Boyutsuz net akim fonksiyonu, aktarilan elektron sayisi ile basamak

yiiksekliginin ¢arpimina, (n4E), baglh olarak degisir (Scholz vd. 2010).
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2.4.3 Kronoamperometri (KA)

KA, igersinde elektro aktif tiirlin bulundugu ve karistirilmayan ¢ozeltiye daldirilmisg
durgun bir ¢aligma elektroduna uygulanan potansiyelin, pik potansiyelini de kapsayacak
sekilde Faradayik tepkimenin gergeklesmedigi degerden yiizeydeki elektro aktif tiiriin
derisiminin “’0”’ oldugu degere tek basamak olarak degistirilmesi sonucu elde edilen
akim-zaman grafiginin incelendigi elektro analitik yontemdir. Sekil 2.14’te bu
yontemde elektroda uygulanan potansiyelin zamanla degisimi (A), elektrot yiizeyinin
yakinlarinda bulunan elektro aktif tiiriin derisiminin zamanla degisimi (B) ve bu
uygulamalar sonucunda elde edilen akim — zaman grafigi (C) verilmistir (Bard ve
Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd. 2010). Bu kosullarda ¢ozelti igersinde
meydana gelen kiitle tasinimi sadece difiizyon olay1 ile saglanir ve zamana karsi akim
grafigi bir nevi elektrot yiizeyinin ¢ok yakmindaki bolgede gergeklesen derigim
degisimini ifade eder. Bu durumda elde edilen akim degeri Cotrell esitligi olarak ta

bilinen Esitlik 2.10 ile ifade edilir (Wang 2000):

nFACND
i(t) =—— (2.10)
vt

Bu esitlikte kullanilan terimler Esitlik 2.5°te kullanilan terimler ile ayni terimlerdir.

Baglangsg derisimi i

]
)

olduis potansiyel degeri

Akim

\, Afrtan zaman

N

Artan zamanla elektrot yiizeyindeki
elekiroakt turin derisim azalr

(B)

Yiizeydeld elektroaktif tisiin derisiminin
azalmasina paralel olarak akim azakr

Potansiyel
Derisim

(A)

Faradayik doniisimin

[sg]
s

olmadi potansiyel degeri

|
0 Zaman

0 Uzaklik Zaman

Sekil 2.14 Kronoamperometrik yontemin parametreleri, (A) potansiyel-zaman
dalgasinin formu, (B) elektrot yiizeyine ¢ok yakin bolgelerdeki elektro aktif
tiirlin derisiminin zamanla degisimi, (C) Sistemden alinan akim-zaman
cevabi
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Esitlik 2.10’dan da anlasilacagi iizere KA yontemi genel olarak elektro aktif tiirlerin

diflizyon katsayisinin hesaplanmasi i¢in kullanilmaktadir.

2.4.4  Kronokulometri (KK)

KK yonteminin temeli Faraday tarafindan kesfedilen ve Esitlik 2.11°de verilen esitlikler

ile ifade edilen iki temel yasaya dayanmaktadir:

e FElektroliz boyunca elektrotta biriktirilen veya elektrot ylizeyinden salinan madde
miktar1 devreden gecen akim ve elektroliz siiresi ile orantilidir.
e FElektroliz sonucu olusturulan iirliniin miktar1 bu {iriiniin esdeger kiitlesi ile

orantilidir.
E
Q= f idt = neF = MVeF (2.11)
0

Bu esitlikte;

Q: Elektroliz boyunca sistemden gecen toplam elektriksel yiik (Kulon, C)

i Elektroliz siiresince doniistimler sonucu olusturulan akim (Amper, A)

t:  Elektroliz siiresi (saniye, s)

n: Elektroliz sistemine konulan elektro aktif maddenin miktar1 (mol)

F: Faraday sabiti (96485 C/mol €")

e: 1 mol elektro aktif maddenin elektroliz siiresince aktardigi elektron sayisi (mol
e/mol molekiil)
Bu esitlikteki elektro aktif maddenin mol sayisi yerine molar derisimi, M, ile
elektrolizde kullanilan ¢6zelti hacminin carpimi (MV) yazilirsa Esitlik 2.11°de verilen

son kisim elde edilir.

KK yonteminde sistemden gecen toplam ylikiin ii¢ farkl bileseni vardir:

o Elektriksel ¢ift tabakadaki kapasitif yiiklenme i¢in harcanan yiik miktar1 (Q)
e (Calisma elektrodu ylizeyine adsorbe olan elektro aktif tiiriin elektrolizi i¢in

harcanan yiik miktar1 (Qags)
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e Elektrot ylizeyine veya yiizeyin ¢ok yakin bdlgelerine difiizyon ile taginan

elektro aktif tiirlin elektrolizi igin harcanan yiikk miktar1 (Qgjf)

KK deneylerinde yukarida verilen her ii¢ bilesen igin harcanan yiikiin toplam: elde edilir
(Brett ve Brett 1992). Bu bilesenlerden difiizyon kaynakli olan tiglincii bilesen Esitlik
2.11°de verilen akim ifadesi yerine KA yontemde verilen Cottrell esitligi yazilinca

hesaplanan yiik miktaridir ve bu akim Esitlik 2.12 ile hesplanmaktadr.

£ tnFACYD nFAC\D nFACD _
0 p Vit v

KK yonteminde hesaplanan toplam yiike katki veren adsorpsiyon kaynakl yiik ise:
Quus = NFAT (2.13)

esitligi ile hesaplanmaktadir (Wang 2000). Bu esitlikte daha Once kullanilan
esitliklerdeki sembollerden farkli olarak 7" sembolii kullanilmistir. Bu sembol, yiizey
kaplama katsayisi olarak bilinmekte ve mol/cm? birimi ile degerlendirilmektedir. KK
yonteminde elektroliz sliresince zamanin karekdkiine karsi sistemden gegen toplam yiik
grafige gecirildiginde Sekil 2.15’te verilen grafik elde edilir. Sekil 2.15’te iki farkli KK
deneyine ait Q-t grafigi verilmistir. Sonuglar1 Sekil A ile gosterilen deneyde, kullanilan
elektro aktif tiir ¢calisma elektrodunun yilizeyine adsorbe olmamakta, B ile gdsterilen
deneyde ise kullanilan elektro aktif tiir ¢alisma elektrodunun yiizeyine adsorbe
olmaktadir. Her iki grafik deneyin baglangi¢ anindaki yiikii hesaplamak {izere ekstrapole
edildiginde, yilik eksenini kesen noktadaki yiik miktar1 A deneyinde sadece elektriksel
cift tabakada gerceklesen kapasitif yliklenme i¢in harcanan yiikk miktarini verir. B
deneyinde ise adsorbe olan elektro aktif tiiriin elektrolizi ve elektriksel ¢ift tabakadaki
kapasitif yiiklenme i¢in harcanan yiikiin toplamin1 verir. Bu deney elektro aktif tiirlerin
bulunmadigi kontrol (tanik) ¢ozeltileri i¢in tekrarlandiginda her iki durum i¢in de zaman
eksenine paralel olan alttaki kesikli ¢izgi elde edilir. Bu ¢izginin baslangi¢ noktasi (yiik
eksenini kestigi nokta) ile ekstrapolasyon sonucu Sekil A’da elde edilen kesim
noktasinin ayni olmasi, A deneyinde kullanilan elektro aktif tiiriin elektrot yiizeyine

adsorbe olmadigini1 gosterir. B deneyinde ise tanik deney sonucunda bulunan kesim
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noktasi ile numunenin bulundugu ¢o6zelti i¢in bulunan kesim noktalarinin farkl
olmasideneyde kullanilan elektro aktif tiiriin elektrot yiizeyine adsorbe oldugunu
gosterir. B deneyi i¢in iki kesim noktasi arasindaki fark alindiginda yiizeye adsorbe olan
tiirtin elektrolizi i¢in harcanan yiik miktari, bu miktarEsitlik 2.13’te kullanildiginda ise
yiizey kaplama katsayisi hesaplanmis olur. Her iki deneyde elde edilen dogrularin
egimleri ve deneylerde kullanilan sabit biiyiiklikler Esitlik 2.12°de kullanildiginda

calismalarda kullanilan elektro aktif tiirlerin diflizyon katsayilar1 hesaplanabilir.

Elektrot yiizeyine adsorbe
olan tirler igin elde edilen grafilc

Elektrot yiizeyine
adsorbe olmayan
titrler igin elde
edilen grafik

EE—
B deneyinde elektrot

.
elekrolizi iin harcanan K A ve B deneyler icin ayr ayn yapilan kontrol
.

yike miktan Qg =nFAT | ,«” " (tanly) deneyinde elde edilen yik degeri

0 112

Sekil 2.15 Kronokulometri c¢alismalarinda elektrot yiizeyine adsorbe olmayan tiirler
(A) ve adsorbe olan tiirler (B) igin elde edilen yiik-zaman grafikleri

2.4.5 Bulk Elektroliz (BE)

En genel anlamiyla elektroliz, elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye doniistiiriilme
islemidir. Elektrokimyasal anlamda elektroliz ise elektrik enerjisinin kimyasal enerjiye
donilistimii swrasinda indirgenme ve/veya yiikseltgenme olaylar1 ile hedeflenen atom,
molekiill veya maddelerin elde edilmesidir. Endiistriyel Olgekte iiretimin yapildigi
kuruluslarda elektroliz yontemi vazgecilmez bir elektrokimyasal yontemdir. Mikro
Olcekte calismalarin yapildigi Ar-Ge ve bilimsel arastrma laboratuarlarinda elektroliz
endiistriyel 6lgekteki kadar fonksiyonel bir yontem degildir. Bu ¢alismalarda elektroliz
yontemi elektrokimyasal davranisin ve elektrot tepkime mekanizmasinin belirlenmesi
calismalarinda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi i¢in kullanilmaktadir. Aktarilan
elektron sayisinin hesaplanmasinda iki farkli elektroliz uygulamas: vardir (Brett ve

Brett 1992):
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» Sabit potansiyelli bulk elektroliz: Elektroliz siiresince calisma elektroduna
uygulanan potansiyelin sabit tutuldugu yontemdir. Indirgenme davranisi igin
calisma elektroduna, pik potansiyelinden daha katodik, yilikseltgenme davranisi
icin ise pik potansiyelinden daha anodik bir potansiyel uygulanarak elektroliz
yapilmaktadir. Uygulama siiresince potansiyel kontrol edildigi i¢in kombine
halde bulunup farkli potansiyellerde elektrokimyasal doniisiime ugrayan
molekiillerin se¢imli sekilde elektroliz edilmesinde uygulama alani bulan bir

yontemdir.

» Sabit akimli bulk elektroliz: Elektroliz siiresince sistemden gecen akimin sabit
tutuldugu yontemdir. Bu yontemde akimin sabit olabilmesi i¢in elektrolizin
farkli stirelerinde c¢aligma elektroduna uygulanan potansiyel degeri
degismektedir. Farkli zamanlarda farkli potansiyel uygulanmasi bu yontemde

secimli elektroliz yapilmasini imkansiz kilmaktadir.

Elektroliz yonteminde deney buyunca sistemden gecen elektriksel yiikiin sayimi
yapilmakta ve Faraday yasalar1 kullanilarak elektron sayisi hesaplanmaktadir. Ancak
elektrolizde gegen zaman ile siradan bir voltametrik yontemde gerceklesen elektrot
tepkimesi i¢in harcanan zaman oldukc¢a farkli Olceklerde oldugundan elektroliz
calismalar1 elektrot tepkime mekanizmalarinin aydmlatilmasinda bazen sonugsuz

kalabilmektedir.

2.4.6 Voltametrik siyirma yontemleri

Voltametrik siyirma yOntemleri, eser miktardaki elektro aktif tiirlerin analizi ic¢in
gelistirilen olduk¢a yiiksek duyarliliga sahip elektro analitik yOntemlerdir. Bu
yontemlerin yliksek duyarliliga sahip olmasinin en 6nemli sebebi elektro aktif tiiriin
yontem sonucunda alman Olgimde sinyal-giiriiltii orani1 kayda deger derecede
artiracak sekilde c¢alisma elektrodu vyiizeyine biriktirilebilmesidir. On deristirme
basamagi olarak ta kabul edilen bu biriktirme isleminden sonra belirli bir yonde (anodik
veya katodik yonde) potansiyel taramasi yapilarak siyrma islemi gergeklestirilir.
Biriktirme basamagindan sonra yapilan siyrma basamaginda yilizeye biriktirilen tiir

yiikseltgenerek siyrilacaksa potansiyel taramasi anodik yonde (yiikseltgenme yoniinde)
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yapilir ve yontemin ad1 “’Anodik Siyirma Voltametri’’ ,(ASV), olur. Bunun yaninda
yiizeye biriktirilen tiiriin siyrilmasi indirgenerek gerceklestirilecekse potansiyel taramasi
katodik yonde (indirgenme yoOniinde) yapilir, bu durumda yontem ¢’Katodik Siyirma
Voltametri”’, (KSV), adin1 alir. Styirma voltametride yontem elektro aktif tiiriin yiizeye
biriktirilmesi i¢in secilen potansiyel degerine gore de farkli isimler alir. Soyle ki,
biriktirme i¢in segilen potansiyel degerinde herhangi bir elektron transferi
gerceklesmiyorsa (elektrokimyasal doniisim gergeklesmiyorsa) biriktirme adsorptif
biriktirme, yontemin adi ise “’Adsorptif Siyirma Voltametri’’ ,(AdSV), olur. Adsorptif
biriktirme basamagindan sonra uygulanan siyirma basamagi yiikseltgenme yoniinde
yapilirsa yontem ‘’Anodik Adsorptif Siyirma Voltametri’’ (AAdSV), adsorptif
biriktirme basamagindan sonra uygulanan siyirma basamagi indirgenme yoniinde
yapilirsa yontem ¢ ’Katodik Adsorptif Siyirma Voltametri’’ ,(KAdSV), adin1 alir. Bu
durumda, adsorptif siyirma yontemi i¢in indirgenme davranisi ¢alisilan elektro aktif
tiirlin elektrot yiizeyine biriktirilmesi i¢in secilen potansiyel degeri tiirlin indirgenme
potansiyelinden daha kiiciik bir potansiyel degerinde (tiirlin indirgenme potansiyeline
gore daha anodik degerde), yiikseltgenme davranisi ¢alisilan elektro aktif tiiriin yiizeye
biriktirilmesi i¢in ise tiiriin yiikseltgenme potansiyelinden daha kiiciik bir potansiyel
degerinde (tiiriin yilikseltgenme potansiyeline gore daha katodik bir degerde) biriktirme
yapilmalidir (Bond, A.M. 1980, Zoski vd. 2007, Barek vd. 2008, Scholz vd. 2010).

Analizi yapilacak elektro aktif tiir elektron aktarimi yaparak elektrot ylizeyine
biriktiriliyorsa yontemin adi siyrma voltametridir. Bu durumda anodik siyirma
voltametrisi i¢in biriktirme basamaginda tiir indirgenerek elektrot ylizeyinde biriktirilir.
Siyrma basamaginda yiikseltgenme yoniinde tarama yapildigindan indirgenerek
yiizeyde biriktirilen tiir tekrar yiikseltgenerek elektrot ylizeyinden siyrilir. Katodik
styirma voltametride ise biriktirme basamaginda madde ylikseltgenerek elektrot
yiizeyinde biriktirilir. Styrma basamaginda katodik yonde potansiyel taramasi yapilarak

yiizeyde yiikseltgenme sonucu biriktirilen madde indirgenerek yiizeyden siyrilir.

Styrrma voltametri yonteminde ¢alisilacak yOntem belirlendikten sonra biriktirme
potansiyeli ve biriktirme siiresi i¢in optimizasyon caligmasi yapilmalidir. Biriktirme

potansiyeli se¢imi i¢in yontemin adsorptif olup olmadigma karar verildikten sonra,
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analizi yapilacak ¢ozeltide bulunan tiirlerin potansiyelleri de (6zellikle karisimdaki
bilesenlerin es zamanli tayininde Onemlidir) dikkate alinarak birka¢ biriktirme
potansiyelinde Ol¢iimler almip optimizasyon yapilir. Biriktirme siiresini optimize
ederken optimizasyon c¢dzeltisindeki hedef tiiriin derisimi Onemlidir. Zira biriktirme
stiresi bir nevi ylizeyin ne kadar siirede hedef tiire doyacaginin bir 6l¢iisiidiir. Bundan
dolay1 gelistirilecek yontemin olast uygulama alanlar1 ve bu alanlarda ¢alismalarin
yapilacagi orneklerde bulunacak madde derisimi goz Oniine alinarak biriktirme siiresi

optimize edilmelidir.

2.4.7 Elektrokimyada mekanizma ¢ahismalar

Elektrokimyasal caligmalarda elektrot yilizeyi ve/veya elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde
gerceklesen elektron aktariminin  farkli sekil ve tiirlerde olabilmektedir. Bir
elektrokimyasal calismada elektrokimyasal olarak aktif bir tiiriin indirgenmesi ve
yiikseltgenmesinin Sekil 2.16’da sematize edildigi gibi gerceklestigi diisiiniilmektedir
(Bard ve Faulkner 2001, Zoski vd. 2007, Scholz vd. 2010). Sekilden de anlasilacagi
iizere calisma elektroduna uygulanan potansiyelin negatif yonde arttirilmasi (katodik
potansiyel taramasi) ¢alisma elektrodunun enerjisini arttrmaktadir. Bu durumda ¢alisma
elektrodunun elektron(lar) bulunduran en st enerjili orbitalinin enerji seviyesi hiicre
icersindeki analitin en alt enerjili bos molekiil orbitalinin (LUMO) enerji seviyesinden
daha yiliksek bir seviyeye cikarildiginda elektrottaki elektron(lar) analitin LUMO
seviyesine aktarilacaktir. Yani analit indirgenecektir. Elektrottan analite aktarilan
elektronlar ciftlesmis elektron ¢iftleri seklinde olursa elektrottan elektron alan analit
orbitali artik indirgenmis tiiriin HOMO seviyesini belirleyecektir. Aksine, elektrottan
analite aktarilan elektron sayisi indirgenen analitte ¢iftlesmemis elektron olusturacak
sayida ise (tek sayida elektron aktarilmis ise) indirgenmis tiirde ciftlesmemis elektron
bulunduran orbital bu tiirin SOMO (single occupied molecular orbital) seviyesini
belirleyecektir. Bunun yaninda calisma elektroduna pozitif yonde artan potansiyel
uygulandiginda (anodik yonde tarama yapildiginda) ise elektrodun enerjisi azalacaktir.
Bu potansiyel taramasi elektrodun bos orbitalinin enerji seviyesi analitin HOMO
seviyesinden daha alt seviyelere ininceye kadar devam ettirildiginde, analitin HOMO

seviyesindeki elektron(lar) ¢alisma elektroduna transfer edilmis ve elektrot indirgenmis,

52



analit ylikseltgenmis olacaktir. Yiikseltgenmeden once analitin HOMO seviyesini
olusturan molekiil orbitalleri, aktarilan elektronun sayisina goére yiikseltgenmis tiiriin

LUMO veya SOMO enerji seviyesini olusturacaktir.
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Sekil 2.16 Elektro indirgenme (A) ve elektro yiikseltgenme (B) olaylarinin sematize
hali

Elektrokimyasal ¢aligmalarda calisma elektrodu ile elektro aktif tiir arasinda

gerceklesen elektron aktarimimnin oncesi ve sonrasinda herhangi bir kimyasal doniisiim
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gerceklesmiyorsa gozlenebilecek mekanizma c¢esidi 3 tanedir (Brett ve Brett 1992,
Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001):

2.4.7.1 Tersinir mekanizmalar

Elektrokimyasal doniisime eslik eden standart hiz sabitinin, diflizyona eslik eden
diflizyon hiz1 sabitinden ¢ok daha yiiksek oldugu durumlarda gézlenen mekanizmadir.
Bu kosullarda indirgenen ve yiikseltgenen tiirlerin diflizyon tabakasindan cozelti
ortamma difiizlenmesi i¢in ge¢cmesi gereken siireden c¢ok daha kisa siirede hem
indirgenme hem de ylikseltgenme yoniindeki elektron aktarimi gergeklesmektedir. Bir
elektrot tepkimesinin tersinir olabilmesi i¢in donilistimlii voltametri ¢alismalarinda

asagida verilen kosullar1 saglamasi gerekir:

e Ters taramada pik gdzlenmeli

e Pik potansiyeli tarama hizindan etkilenmemeli (tarama hiz1 ile
degismemeli)

e Anodik pik akiminin katodik pik akimina orani 1,0 olmal

e Kuvvetli adsorpsiyon olmadik¢a pik potansiyeli ve yar1 pik potansiyeli

derisim ile degismemeli

Tersinir elektrot mekanizmalar1 i¢cin elektrokimyasal caligmalara i1sik tutacak bazi

parametreler DV yonteminde asagida verilen esitlikler kullanilarak hesaplanir:

56,6

T

_ 2,21RT

T

E,—E, 5

,25°C deE, —E, , = mV (2.14)
Yani, yar1 pik potansiyeli ile pik potansiyeli arasindaki farktan yararlanilarak transfer
edilen elektron sayisi hesaplanabilecegi gibi pik potansiyelleri arasindaki fark asagidaki

esitlikte kullanilarakta elektron sayis1 hesaplanabilir:

57

| Bpe = Bpe I= —mV (2.15)
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Bu esitlige gore ise anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasindaki farktan
yararlanilarak aktarilan elektron sayist hesaplanabilir. Bu mekanizmalarda pik akimi

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanir.
i, = +2,69 X 10° AC+/n® DV (2.16)

Bu esitlikte anodik pikler igin isaret pozitif, katodik pikler i¢in negatif alinir. Bu
ifadedeki terimler ve birimleri daha 6nce verildigi sekildedir.

Tersinir sistemlerde DV yontemi igin yukarida verilen parametreler Sekil 2.17°de
gosterildigi gibi belirlenir (Brett ve Brett, 1992):

Akim

Potansivel

Sekil 2.17 Tersinir mekanizmaya sahip bir elektrot tepkimesi i¢in alinan doniistimlii
voltamogram

DV c¢alismalarinda tersinir sistemler i¢in alinan voltamogramlarda anodik pik ile
katodik pikin bir birine gére hangi potansiyelde gozlenecekleri elektrot ile elektro aktif
tiir arasindaki etkilesime ve indirgenmis tiir ile yiikseltgenmis tiirlin Gibbs serbestlik
enerjilerine bagli olarak degisir. Sekil 2.18de her iki tiiriin de elektrot yiizeyine adsorbe
olarak elektron transferini gerceklestirilmesi durumunda piklerin birbirine gore

konumlar1 verilmistir (Gosser 1994).
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O +ne—=R

Akim

O +ne—>R E 0 +n€—>R
4

Akim

ne +Q<—R ne + 0<—R ne + Q«—R

Potansiyel Potansiyel Potansiyel

Sekil 2.18 Doniistimlii voltametri ¢aligmalarinda tersinir bir elektrot tepkimesi igin
alman voltamogramlarda indirgenme ve ylikseltgenme piklerinin bir
birlerine gére konumlar1. (A)indirgenmis tiir(R) ile yiikseltgenmis tiiriin (O)
Gibbs serbestlik enerjileri esit, (B) indirgenmis tiirtiin Gibbs serbestlik
enerjisi yiikseltgenmis tiiriinkinden daha yiiksek, (C) yiikseltgenmis tiiriin
Gibbs serbestlik enerjisi indirgenmis tiiriinkinden daha yiiksek

Elektrokimyasal ¢alismalarda indirgenmis ve yiikseltgenmis tiirlerin aktarimini elektrot
yiizeyine adsorbe olarak gergeklestirmeleri durumunda pik akimi Esitlik 2.16’dan daha
cok Esitlik 2.17’ye uyar (Wang 2000):

T ar (2.17)
*» T 4RT "

Pik akimi i¢in bu esitligin gecerli oldugu durumlarda ylizey kaplama katsayis1 olarak

tanimlanan terim igin:

Q

= 2.18
nF4 ( j

esitligi gecerlidir. Esitlikler 2.17 ve 2.18 birlikte degerlendirildiginde pik akimi i¢in:

nFeQ
= 219
'®~ 4RT (2:19)

esitligi elde edilir. Dikkat edilirse bu esitlikte deneysel olarak kontrol edilebilecek tek
parametre tarama hizidir. Yani Ol¢limlerde calisma elektrodu i¢in ayni yilizey alami

olusturulabilen elektrokimyasal deneylerde tarama hizi caligmasi yapilarak sadece
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dontisiimli voltametri yontemi ile elektron sayist hesaplanabilmektedir (Tasdemir vd.

2010).

2.4.7.2 Tersinmez mekanizmalar

Elektrokimyasal doniisime eslik eden standart hiz sabitinin diflizyona eslik eden
diftizyon sabitinden ¢ok daha kiigiik oldugu durumlarda gozlenen mekanizmadir. Bu
kosullarda indirgenen tiirlin tekrar yilikseltgenmesi veya yiikseltgenen tiirlin tekrar
indirgenmesi i¢in gereken siireden c¢ok daha kisa bir siirede indirgenen veya
ylikseltgenen tiir diflizyon tabakasindan ¢ozelti ortamma diflizlenmektedir.
Elektrokimyasal olarak bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gosteren ilk
gbzlem doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda ters tarama yoniinde herhangi bir pikin
gozlenmemesidir. Ayrica bir elektrot tepkimesinin tersinmez oldugunu gosteren veDV

caligmalarinda elde edilen en 6nemli gbzlemler sunlardir:

e Tarama hiz1 arttirildikca katodik pikler daha katodik, anodik pikler daha anodik

potansiyel degerlerine kayar,

e Pik potansiyeli tarama hizinin logaritmasi ile yaklasik olarak 30/(an’) degerine

esit bir egim ile degisir.

Tersinmez elektrot mekanizmalarinda pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki
fark:

¥

1,857RT . 4
| E, — E = ———ml, 25°%C de |£'?,—1'5.'?”E |= ——mlV” [2.20]
! T

X
P B naF

seklinde ifade edilir. Bu esitlikteki o terimi yiik aktarim katsay1 olarak isimlendirilen ve

reaktifler ile tirtinler arasindaki simetri eksenini belirleyen bir parametredir.

Tersinmez mekanizmalarda pik akimi da yiik transfer katsayisini iceren bir esitlik ile
verilir:

i, =299 X 10°nAC/n'aD? (2.21)
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Bu esitlikteki n, elektrot mekanizmasinda aktarilan toplam elektron sayisini, 7’ ise hiz

belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisidir.

2.4.7.3 Yan tersinir mekanizmalar

Bu tiir mekanizmalarda sistem tersinir mekanizmalar ile tersinmez mekanizmalar
arasinda bir davranis sergiler. Bu sistemler Sekil 2.19(B)’de goriildiigii gibi tarama hizi
arttikga tersinmez mekanizmalara dogru bir kayma gosterirken diisiikk tarama hizi
degerlerinde ise tersinir mekanizmalara dogru kayma gosterir. Yari tersinir mekanizma
ile elektron aktarimi gergeklestiren doniistimlerin akimlari tersinir mekanizmalardaki
akimlardan daha disiik, tersinmez mekanizmalardaki akimlardan ise daha yiiksektir.
Ayrica yar tersinir mekanizmanm anodik ve katodik pik potansiyeli arasindaki fark
Sekil 2.19 (A)’da goriildiigi gibi tersinir mekanizmaninkine gore daha yiiksektir ve fark
tarama hiz1 arttikca artar (Brett ve Brett 1992).

E
=2
< g / B
4
- /
mekanizm:
S~ /
~
-~ /
- Tersinme:
Tersinir Yan tersinir rd
————— Potansiyel / i
~ / e
yd
s
/
Tarama hiz

Sekil 2.19 (A) Doniisiimlii  voltametri calismalarinda tersinir ve yart tersinir
mekanizmalara ait voltamogramlar, (B) tarama hizi ile mekanizma
arasindaki baglanti

2.4.7.4 Kimyasal doniisiimlerin de katildigi mekanizmalar

Elektron aktarimi Oncesinde ve/veya sonrasinda kimyasal doniisim gergeklesmesi
durumunda karsilasilmasi muhtemel mekanizma gesitleri artmaktadir (Wang 2000,

Scholz vd. 2010):
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e Tersinir elektrokimyasal doniisiimii takip eden tersinir kimyasal doniisiim (E,C)
O +ne” <R
ReoA

Bu mekanizmada;

» Anodik pik akiminin katodik pik akimima orani 1,0 degerinden kii¢tiktiir

» Artan tarama hizlarinda kimyasal basamak tersinmeze dogru kayma

gosterir

» Yiiksek tarama hizlarinda tarama hizindaki 10 kathk bir degisimde
anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasinda 25 °C’de

elektron basma 30 mV’luk bir degisim gozlenir

» Diisiik tarama hizlarinda yari pik potansiyelleri arasindaki fark, (AE )

__ FT
AE,, = —— (2.22)

esitligi ile ifade edilir ve bu esitlikte kullanilan K heterojen hiz sabitidir.

» Artan tarama hizinda tek elektronluk tersinir elektrokimyasal basamaktan
sonra dimerlesme i¢eren ve tersinmez bir kimyasal doniisiim gercgeklesir.
Dimerlesme olay1 elektrokimyasal doniisiim sonucu {iretilen radikalik
monomere gore ikinci dereceden olacagindan voltamogramin farkl
tarama hizlarindaki sekli kullanilan elektro aktif tiiriin derisimine

olduk¢a bagimlidir.

e Tersinir elektrokimyasal doniisiimii takip eden tersinmez kimyasal doniistim (E,C;)

O +ne” <R
R—A

Bu mekanizmada;

» Anodik pik akiminin katodik pik akimina orani 1,0 degerinden kiigiiktiir
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» Disiik tarama hizlarinda tersinmezken kimyasal doniisiime olanak

vermeyecek kadar yiiksek tarama hizlarinda tersinir 6zellik gosterir

» Tarama hizindaki 10 katlik bir degisimde anodik pik potansiyeli ile
katodik pik potansiyeli arasinda 25 °C’de elektron basina 30 mV’luk bir

degisim gdzlenir

» Pik akim1 Randles-Sevcik esitligine uyar

e Tersinir kimyasal doniigiimii takip eden tersinir elektrokimyasal doniisiim (C,E,)

A-O
O +ne” <R

e Tersinir kimyasal doniisiimii takip eden tersinmez elektrokimyasal doniisiim (C/E;)

A—O

O +ne” —-R

Bu mekanizmalarda;

» Voltamogram sekilleri sicaklik ile ciddi sekilde degisim gosterir, zira

kimyasal denge sicakliktan ciddi sekilde etkilenmektedir

» Elektrokimyasal denge i¢in yeterli elektro aktif tiirlin olusmasi igin
zamana ihtiya¢ duyuldugundan diistik tarama hiz1 ¢aligmalarinda tersinir
voltamogramlar elde edilir. Tarama hiz1 arttirildikga  pikler

gbzlenmemeye baglar

e Tersinmez elektrokimyasal doniisiimden sonra baslangic molekiiliiniin tekrar

iiretildigi tersinmez kimyasal doniisiim (katalitik mekanizma)

O +ne” —R
R+A—-0
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Bu mekanizmalarda;

» Voltamogram sekilleri ile tersinirlik tarama hiz1 ile kimyasal doniisiime
eslik eden hiz sabiti ve kimyasal doniisiimiin kinetigine bagli oarak

degisebilmektedir.

e iki elektrokimyasal doniisiimiin arasinda meydana gelen kimyasal doniisiim (ECE)
O +ne <R
ReoA

A+ me—Z
Bu mekanizmalarda;
» Son mekanizmadaki elektrokimyasal basamaklarm birlikte tersinir,
sadece birisinin tersinir, her ikisinin de tersinmez ve kimyasal basamagin

tersinir ve tersinmez olmasina gore burada belirtilenlerden fazla sayida

ECE mekanizmasinin olabilecegi agiktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde, deneysel galigmalarda kullanilan cihazlar ile donanimlari, ilag etken
maddeleri ile diger kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ile hazirlanmalari, ilag tabletlerinin,

serum ve idrar numunelerinin analize hazirlamalar1 ve kullanilan deneysel teknikler

kisaca anlatilmistir.

3.1 Cihazlar ve Elektrotlar

Civa yiizeyindeki elektrokimyasal calismalar BAS marka civa elektrot standi (BAS,
CGME), CHI-760 marka elektrokimyasal ¢alisma tinitesi; camsi karbon yiizeyindeki
calismalarda BAS C3 kati1 elektrot standi, BAS 100W elektrokimyasal ¢alisma tinitesi
ve CHI-760 marka elektrokimyasal ¢alisma iinitesi kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1).

Kat1 Calisma Elektrotlar1

Referans Elektrot

BAS CGME Civa Stand1

Pt Tel Karsat Elektrotlar

G -

@}S\k F

Elektrot Temizleme Seti

BAS C3 Kati Elektrot Stand1

BAS Kat Elektrot Bulk Elektroliz Unitesi

Sekil 3.1  Elektrokimyasal ¢aligmalarda kullanilan elektrotlar ve hiicre stantlari
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Voltametrik ¢aligmalarda, calisma elektrodu olarak asili damla civa elektrodu (ADCE,
HMDE) ve 3mm ¢apli, BAS marka cams1 karbon elektrot (CKE) (BAS MF 2012);
karsit elektrot olarak BAS marka Pt tel (BAS MW-1032); referans elektrot olarak ise
Ag/AQCI elektrot (BAS MF-2052 RE-3M KCIl) kullanilmistir. Bulk elektroliz
calismalari, ADCE’deki ila¢ etken maddelerinin indirgenmesinde aktarilan elektron
sayisinin belirlenmesi i¢in ¢alisma elektrodu olarak yiizey alani 56 cm’olan civa
havuzu, CKE’deki ila¢ etken maddelerinin yiikseltgenmesinde aktarilan elektron
sayisinin belirlenmesi i¢in ise BAS marka grafit kafes elektrot (BAS MF 2077),
referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (BAS MF-2052 RE-3M KCl), karsit elektrot
olarak ise Pt tel (BAS MW-1033) kullanilarak yapilmistir. Voltametrik ¢alismalarin
oncesinde ve sonrasinda referans elektrot ile karsit elektrot kullanilan ¢éziicii-destek
elektrolit ¢ozeltisi ve saf su ile yikanmistir. Calisma elektrodu olarak ADCE’nin
kullanildigi durumlarda civa standindaki kilcal seyreltik nitrik asit ¢ozeltisi ile
korunmustur. Bu kilcal calismalarin 6ncesinde makul bir siire sira ile saf suda ve
kullanilan ¢6ziicii-destek elektrolit ¢ozeltisinde bekletilmistir. Calismalarda kullanilan
civa elektrot standi tam otomatik ve bilgisayar kontrollii olarak ayarlanmistir.
Calismalarda her voltametrik 6l¢iim Oncesinde 2 damla civanin akitilmasi seklinde

ayarlama yapilmis ve her 6l¢iimde taze (temiz) civa damlasi kullanilmistir.

CKE’un kullanildig1 ¢calismalarda, elektrot her 6l¢giimden 6nce liretici firma tarafindan
saglanan temizleme pedi ve alimiina siispansiyonu kullanilarak mekanik olarak
temizlenmistir. Mekanik temizleme asamasindan sonra yiizeyde birikmesi muhtemel
organik kirliliklerin giderilmesi i¢in belirli bir siire (1-2 dakika) etanol veya metanolde
ultrasonik banyoda tutulmustur. Bu asamadan sonra swra ile saf su ve kullanilan
coziicli-destek elektrolit ¢ozeltisi ile yikanmistir. Kati elektrot i¢in bazi durumlarda

farkli potansiyel araliklarinda elektrokimyasal temizleme islemi de yapilmistir.

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin tartimlari, 0,1 mg duyarhlikla tartim yapan
GEC AVERY marka elektronik terazi ve 0,01 mg duyarlilikla tartim yapan Mettler

Toledo marka elektronik terazi ile yapilmistir.
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Cozeltilerin hazirlanmasinda ve temizleme sonrasi durulamada, Elga Purelab marka saf

su cihazindan elde edilen ultra saf su kullanilmstir.

pH olgtimleri, Thermo Orion Model 720A pH-iyon metre ve ona bagl Orion kombine
cam pH elektrodu (912600) kullanilarak yapilmistir. pH elektrotlar1 kullanimdan
oncehidrojenftalattan hazirlanan pH4,13 ve sodyum bikarbonattan hazirlanan pH 8,20

tampon ¢ozeltileri ile oda sicakliginda kalibre edilmistir.

Hazirlanan ¢6zeltileri karistirmak i¢in farkli marka ve modellerde magnetik karistiricilar

kullanilmastir.

Calisma elektrotlarinin temizleme ve gerekli ¢oziinme islemlerinde Ultrasonic LC30H

marka ultrasonik banyo kullanilmistur.

3.2 Teorik Hesaplamalar

Calisilan ilag etken maddelerinin geometri optimizasyonu ile her bir molekiil orbitalinin
bagil enerjisi ve elektrostatik yiik yogunlugu Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii’nde bulunan lisansli Gausian 03 paket programi kullanilarak (Frisch vd.

2003) hesaplanmustir.

3.3 Etken Maddeler ve Tlaclar
3.3.1 Etken maddeler

Hidrokloratiyazit (HKA): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 99,0 saflikta
olup Adeka Ila¢ San. ve Tic. AS’den temin edilmistir.

Indapamit (INDA): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 99,0 saflikta olup

Servier Ila¢ San. ve Tic. AS’den temin edilmistir.

Moeksipril (MOE): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 98,0 saflikta olup
Adeka Ilag San. ve Tic. AS’den temin edilmistir.
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Perindopril (PER): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 99,0 saflikta olup

Servier ilag San. ve Tic. AS’den temin edilmistir.

Zofenopril (ZOF): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 98,0 saflikta olup
Menarini’den (ltalian Pharmaceutical Group)temin edilmistir.

3.3.2 ilaclar

Ezide: HKA’ya yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak 12,5
mg HKA igerdigi bilinen Oceanic Pharmachem PVT. LTD India firmasi tarafindan
iiretilen EZIDE®(HydroDIURIL) tabletleri kullanilmistir.

Flupamid: INDAya yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak
2,5 mg INDAicerdigi bilinen, Sanovel ila¢ A.S. tarafindan iiretilenFLUPAMID®

tabletleri kullanilmistir.

Univacs: MOE’ye tonelik analitik uygulamalarda her tablette 7,5 mg MOE igerdigi
bilinen, Adeka ilac A.S., Samsun tesislerinde iiretilenUNIVACS® tabletleri

kullanilmstir.

Uniretic.: MOE—HKA karisimma yoOnelik analitik uygulamalarda her tablette 7,5 mg
MOE, 12,5 mg HKA igerdigi bilinen, Adeka ilag A.S., Samsun tesislerinde
iiretilenUNIRETIC® tabletleri kullanilmustir.

Coversyl: PER’e yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak
3,395 mg PER e esdeger 5,0 mg perindopril arjanin tuzu igerdigi bilinen, Servier Ilag ve
Arastirma A.S. Istanbul tesislerinde iiretilen COVERSYL® tabletleri kullanilmustir.

Coversyl plus: PER— INDA karisimma ydnelik analitik uygulamalarda, her bir tablette
etken madde olarak 3,395 mg PER’e esdeger 5,0 mg perindopril arjanin tuzu ve 1,25

mg indapamid icerdigi bilinen, Servier Ila¢ ve Arastirma A.S. Istanbul tesislerinde

iiretilenCOVERSY LPLUS® tabletleri kullanilmistir.
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Zoprotec: ZOF’a yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde olarak
28,5 mg ZOF’a esdeger 30,0 mg zofenopril kalsiyum tuzu igerdigi bilinen, A.Menarini
Manufacturing Logistics and Services S.r.l. lisans1 ile Ufsa ilag A.S. tarafindan
fstanbul’da iiretilen ZOPROTEC® tabletleri kullanilmustur.

Zoprotec plus: ZOF—HKDA karisimina yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette
etken madde olarak 28,5 mg ZOF’a esdeger 30,0 mg zofenopril kalsiyum tuzu ve 12,5
mg HKA igerdigi bilinen, A.Menarini Manufacturing Logistics and Services S.r.l.
lisansi ile Ufsa ilag A.S. tarafindan Istanbul’da iiretilen ZOPROTECPLUS® tabletleri

kullanilmastir.

3.4 Cozeltiler
3.4.1 Britton-Robinson tamponu (BR)

BR ¢ozeltisi glasiyal asetik asit, borik asit ve fosforik asit ¢ozeltilerinden her bir
bilesenin analitik derisimi 0,04 M olacak sekilde gerekli miktarlar dlgiilerek hacim 1,0
L olacak sekilde su ile karistirilarak hazirlanmistir. Bu ¢dzeltilerin pH’lar1 0,10M
NaOH ve 0,10 M HCI c¢ozeltileri kullanilarak istenilen degere ayarlanmistir. Bu

coOzeltiler hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.4.2 Amonyak-amonyum Kloriir tamponu

Toplam analitik derisim 1,2 M, pH degeri yaklasik 8,5 olacak sekilde derisik NHj
¢ozeltisi ile NH4Cl ¢ozeltisinin belirli oranlarda karistirilip hacmin 1,0 L’ye
tamalanmasi ile hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin pH’lar1 0,20M NaOH ve 0,10 M HCI
cozeltileri kullanilarak istenilen degere ayarlanmistir. Bu cozeltiler hazirlandiktan

sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.
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3.4.3 Standart ilac ¢ozeltileri

Calismalarda kullanilan her bir ila¢ etken maddelerin stok ¢ozeltisi 25,0 mL ¢ozeltide
5,0 mM olacak sekilde tartilan katinin etanol veya metanolde ¢o6ziilmesi ile
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 151k almayacak sekilde aliiminyum folye ile
sartlmis ve +4 °C’de saklanmistir. Calismalarda kullanilan ilag etken madde ¢ozeltileri,
stok ¢ozeltilerin deneysel ¢aligmalarda kullanilacak olan ¢oziicii-destek elektrolitle

belirli oranlarda seyreltilmesi ilegiinliik olarak hazirlanmustir.

3.5 lila¢ Tabletlerinin Analize Hazirlanmasi

Her bir ilag¢ i¢in 10 tablet ayri-ayritartilarak 1 tabletin ortalama kiitlesi belirlenmis;
tartilan bu tabletlerin tamami porselen havanda o6giitiilerek toz haline getirilmis;bir
tabletin kiitlesine esit miktarda tartilmis; 100,0 mL’lik 6l¢iilii balona aktarilmistir.
Olgiilii balona yaklasik 75—80 mL etanol konup 30 dakika ultrasonik banyoda ilag etken
maddesinin ¢6ziinmesi saglanmis ve hacmi etanol ile 100,0 mL’ye tamamlanmistir.
Coziinmeyen destek ve katki maddelerinin ¢6kmesi igin, oda sicakliginda 2 saat
bekletilmistir. Cokme islemi tamamlandiktan sonra 100,0 mL’lik 6l¢ilii balondaki
karigimin berrak kismmdan belirli hacimde ¢ozelti alinmis ve kullanilan ¢6ziicii-destek
elektrolitle seyreltilerekanalizlerde kullanilmistir. Tablet ¢6zeltileri kullanilacagi zaman

taze olarak ¢oziicti-destek elektrolitle seyreltilmistir.

3.6 Serum Numunelerinin Analize Hazirlanmasi

Serum numuneleri s6z konusu ilact kullanmayan goniillillerden alinmis ve —25°C’de
saklanmistir. Her bir ¢calisma i¢in 2,0 mL serum numunesine belirli miktarda standart
ilag etken maddesi veya tablet ¢ozeltisi ilave edilmis ve iki kisma ayrilmistir. {1k kisim
lizerine serum proteinlerini ¢Ooktiirmek i¢in asetonitril ilave edilmis ve 5000
devir/dakika hizla 5 dakika santrifiijlenerek ¢oken proteinler ayrilmistir. Diger kisim ise,
serum proteinlerini ¢oktiirmeden analizlerde kullanilmistir. Analizler sirasinda, bu

kisimlardan alinan belirli miktarlar ¢6ziicii-destek elektrolit ile seyreltilmistir.
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3.7 idrarNumunelerinin Analize Hazirlanmasi

Idrar numunuleri s6z konusu ilac1 kullanmayan saghkli bireylerden alinmistir. Her bir
calisma i¢in 1,0 mL idrar numunesine belirli miktarda standart ila¢ etken maddesi veya
tablet ¢Ozeltisi eklenmis ve toplam hacim 10,0 mL olacak sekilde ¢oziicii-destek

elektrolit ile belirli oranlarda seyreltilerekkullanilmistir.

3.8 Deneylerin Yapihsi

3.8.1 Doniisiimlii voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢aligma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢Oziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in, ¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakikaargon
veya azot gazi gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti iizerinden
gaz gegirilerek) baslangic ve bitis potansiyeli ayni olacak sekilde ayarlama yapilip sabit
tarama hizinda déniisiimlii voltamogramlar kaydedilmistir. Ol¢iim aralarinda 30 s gaz
gecirilmis ve 2 s’lik durulma siiresinden sonra voltamogramlar 6l¢ciim yapilmistir. Bu

voltamogramin pik parametreleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmistir.

3.8.2 Diferansiyel puls ve kare dalga voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak igin, ¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakika argon
veya azot gazi gegirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti iizerinden
gaz gegirilerek) basamakli adim yiiksekligi 1-8 mV; sinyal genligi 10-90 mV; puls
periyodu 50-300 ms; ornekleme genigligi 50-300 ms; uyarma sinyalinin frekansi
(sadece KDV’de) 5-250 Hz araliginda degistirilerek voltamogramlar kaydedilmistir.

Pik akmmi ve pik sekli dikkate alinarak optimum parametreler belirlenmistir.
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3.8.3 Kronokulometri ve kronoamperometri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢aliyma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak igin, ¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakika argon
veya azot gazi gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti iizerinden
gaz gecirilerek) donilisiimlii voltametriden elde edilen voltamogramlardan yararlanarak
indirgenme veya yiikseltgenmenin basladigi ve tamamlandig1 potansiyeller segilerek
yiikiin (coulomb olarak) ve akimin zamanla degisimi incelenmistir. Q-tl/zve i—1/t4
grafikleri c¢izilerek elde edilen dogrularin egimlerinden difiizyon kontrollii
elektrokimyasal tepkimeler i¢in diflizyon katsilar1 Esitlik 2.10 ve Esitlik 2.12

kullanilarak hesaplanmastir.

3.8.4 Diferansiyel puls ve kare dalga adsorptif styirma voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra cihaz parametreleri optimum kosullara ayarlanmig ve ¢Oziinmiis oksijeni
uzaklastirmak igin, ¢ozeltiden baslangigta 25-30 dakika argon veya azot gazi
gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti iizerinden gaz gegirilerek),
biriktirme siiresi 0—-300 s; biriktirme potansiyeli ADCE ve CKE’nin kullanimma bagh
olarak adsorptif biriktirmeye uygunbir potansiyel araliginda (her hangi bir
elektrokimyasal doniisiimiin ger¢eklesmedigi) degistirilip DP ve KD voltamogramlar1
kaydedilmis; pik akimmin en yiliksek ve pik seklinin de en uygun oldugu siire ve

potansiyel belirlenmistir.

3.8.5 Bulk elektroliz

Cwva elektrot kullanilarak yapilan BE calismalarinda, belirli derisimde etken madde
iceren 50,0 mL’lik ¢ozeltiler yiizey alani yaklasik 56 cm? olan civa havuzundan olusan
calisma elektroduna, CKE kullanilarak yapilan BE calismalarinda ise grafit kafes tel
elektrodun bulundugu hiicreye eklenmistir. Bu ¢6zeltiye, i¢inde sadece destek elektrolit
cozeltisi konulmus ve gbézenekli bir disk ile deney ¢ozeltisinden ayrilmis bir karsit

elektrot ile referans elektrot daldirilip 30-35 dakika inert gaz gegcirilmistir. Elektroliz
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devresine, anodik pikler icin pik potansiyelinden daha anodik, katodik pikler i¢in ise pik
potansiyelinden daha katodik olacak sekilde bir potansiyel uygulanmistir. Sistemden
gegen akim, baslangic akiminin % 0,1’ine ininceye kadar elektrolize devam edilmistir.
Elektroliz i¢in gerekli coulomb cinsinden yiik mitarindan yararlanarak Esitlik 2.11°den

indirgenme veya yiikseltgenme tepkimesinde aktarilan elektron sayis1 hesaplanmstur.

3.8.6 Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV yontemlerinde, cesitli ila¢ etken madde
derisimlerindeki ¢ozeltilerin belirlenen optimum kosullarda voltamogramlar1 alinmig ve
pik akimlar1 belirlenmistir. Olgiilen pik akimlari, etken madde derisimine kars1 grafige

gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve dogrusal ¢alisma araligi belirlenmistir.

3.8.7 ilaclarda, serumda ve idrarda ila¢ etken madde analizleri

Destek elektrolit ortamina belirtilen boéliimlerdeki gibi hazirlanan ilag tabletleri(Bolim
3.4), serum (B6liim 3.5) veya idrar (Boliim 3.6) numunelerinden belirli miktarda ilave
edilerek KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV voltamogramlar1 kaydedilip pik akimlar1
Olciilmiistiir. Bolim 3.7.6’daki gibi hazirlanan kalibrasyon egrilerinden, etken madde
miktarlart dogrudan hesaplanmistir. Ayrica, ayni numunelerde etken madde miktari
standart katma yontemi ile de tayin edilmistir. Bu amagla, destek elektrolit ortamina
ilgili numunelerden belirli miktarda konmus ve ilgili voltamogramlar kaydedilerek pik
akimlar1 Ol¢lilmiistiir. Sonra bu c¢lizeltiye artan derisimlerde standart etken madde
katilmis ve her bir ilave sonrasi voltamogramlar alinmis ve pik akimlar1 kaydedilmistir.
Katilan standart etken madde derisimlerine karst pik akimlar1 grafige gegirilerek
olusturulan standart katma grafiklerinin x-eksenini kestigi noktadan yararlanarak etken

madde derisimleri hesaplanmustir.
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3.9 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
3.9.1 Dogrusal calisma arahgi

Boliim 3.7.6°da belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon
katsayisinin (R?) 0,98 ve daha biyiik oldugu derisim araligi dogrusal calisma aralig

olarak belirlenmistir.

3.9.2 Dogruluk

Ilaglar igin, iiretici firma tarafindan verilennominal degerin (ND); serum ve idrar
numunelerinde ise, katilan ilag etken madde miktarlarinin (ND) ile voltametrik
yontemler kullanilarak bulunan miktarlardan (DD) yararlanarak yiizde geri kazanma

asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir:
b GH = pb * 100 3.1
D =ND (3.1)

Bu esitlikte; GK, geri kazanim; DD, deneysel deger ve ND, nominal degerdir.

3.9.3 Tekrarlanabilirlik

Pik akimi, pik potansiyeli ve pik alaninin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi i¢in ayni
cozelti kullanilarak ayni giin igersinde; ayni sekilde hazirlanmis farkli ¢ozeltiler
kullanilarak farkli giinlerde optimum sartlarda voltamogramlar kaydedilmis ve belirtilen

parametreler i¢cin bagil standart sapma degerleri en az 5 dl¢iim i¢inhesaplanmistir.

3.9.4 Duyarhk

Bolim 3.7.6°da belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafiklerinin egimi (birim

derisim basina sinyal) yontemin duyarhiligi olarak degerlendirilmistir.
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3.9.5 Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin simir1 (LOQ)

Bolim 3.7.6°da belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafikleri en kiigiik kareler
yontemiyle degerlendirilmis ve asagidaki formiiller kullanilarak gozlenebilme siniri

(LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) hesaplanmistir:

3 X5
LOD = (3.2)
m
_10Xs,
Log = (3.3)
m

Burada sp, kalibrasyon dogrusunda baslangi¢ ordinatinin standart sapmasi ve m,

kalibrasyon dogrusunun egimidir.

3.10 Elektron Sayisinin (n) Hesaplanmasi

Sabit potansiyelde yapilan BE verilerinden Esitlik 2.11°de kullanilarak aktarilan
elektron sayisi hesaplanmistir. BE calismalarindan olumlu sonug¢ alinmadigi durumlarda
ise, doniisiimlii voltametri verilerinden aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi igin,

Esitlik 2.8, Esitlik 2.19 ve Esitlik 2.20 kullanilmastir.

3.11 Yiik Aktarim Katsayisinin (#, a) Hesaplanmasi

Yiikseltgenme tepkimesi i¢in anodik (f), indirgenme tepkimesi i¢in katodik yiik aktarim
katsiy1 (a) doniisiimlii voltametri calismalarindaki pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli
arasindaki farkin ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisiminin, kare
dalga voltametri ¢alismalarinda ise pik potansiyelinin uyarma sinyalinin logaritmasi ile
degisiminin Esitlik 2.20 ve literatiirde verilen esitlikler (Hilali vd. 2005, Wang vd. 2006)

ile birlikte kullanilmasi sonucu hesaplanmustir.
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3.12 Difiizyon Katsayisinin (D) Hesaplanmasi

Diflizyon katsayis1, adsorpsiyon kontrollii mekanizmaya sahip maddeler i¢in doniisiimli
voltametride tarama hizi verileri ile Esitlik 2.18 ve Esitlik 4.3 kullanilarak, diflizyon
kontrollii mekanizmaya sahip maddeler igin ise kronoamperometri ve kronokulometri

verilerinin Esitlik 2.10 ve Esitlik 2.12 ile birlikte kullanilmasiyla hesaplanmistir.

3.13 Yiizey Kaplama Katsayisinin (I') Hesaplanmasi

Yiizey kaplama katsayis1 doniisiimlii voltametride yapilan tarama hizi ¢alismalarinda
elde edilen sonuglarin Esitlik 2.17 ve Esitlik 2.18 ile birlikte degerlendirilmesi sonucu

hesaplanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, hidrokloratiyazit (HKA), indapamit (INDA), perindopril (PER),
moeksipril (MOE) ve zofenopril (ZOF) molekiillerinin asili damla civa elektrot (ADCE)
ve camsi karbon elektrot (CKE) ylizeylerindeki elektrokimyasal davranislar1 incelenmis
ve olas1 elektrot tepkime mekanizmalar1 Onerilmistir. Ayrica, s6z konusu ilag etken
maddeleri ile bunlarin ila¢ formunda bulunan ikili karigimlarmm nicel analizi igin
voltametrik yontem gelistirilmistir. Elde edilen bulgular ve ilgili yorumlar asagida

ayrmtilariyla verilmistir.

4.1 ila¢ Etken Maddelerinin Elektrokimyasal Davramslarinin incelenmesi

Tez ¢alismasmin bu kisminda bazi kimyasal, fiziksel ve farmakolojik 6zellikleri daha
once Bolim 2.1°de verilen ilag etken maddelerinin her birinin ADCE ve CKE
yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar1 incelenmis ve yapilan elektrokimyasal
deneylerin sonuglari, teorik hesaplamalarda elde edilen veriler ile birlikte
degerlendirilerek olas1 elektrot tepkime mekanizmalar1 onerilmistir. Her bir ilag etken

maddesi ile ilgili bulgular asagida ayr1 ayr1 agiklanmastir.

4.1.1 HKA’nin elektrokimyasal davranisi

HKA’nin ADCE ve CKE vyiizeylerindeki elektrokimyasal davranislart doniisiimlii
voltametri (DV), normal puls voltametri (NPV), kare-dalga voltametri (KDV),
kronokulometri (KK), kronoamperometri (KA) ve bulk elektroliz (BE) yontemleriyle
incelenmigstir. Yapilan ¢aliymalarda HKA’nin ADCE yiizeyinde elektroaktif olmadig:
belirlenmistir. Bu nedenle, HKA’nin elektrokimyasal davranis1 sadece CKE
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla, 6ncelikle HKA’nin pH 5,0’da BR tamponunda
farkli derisimlerde hazirlanan ¢d6zeltilerinin 0,10-0,90 V araliginda doniistimlii
voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1’den
de gorildigiu gibi, yaklagik 0,70 V’ta bir yiikseltgenme piki gozlenmistir. Farkli

derisimlerdeki HKA c¢ozeltileri kullanilarak almman voltamogramlarda elde edilen pik
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akimmin HKA derisimi ile artmasi (Sekil 4.1, i¢ grafik) s6z konusu pikin HKA’ nin
yiikseltgenmesine ait oldugu sonucunu dogurmustur. Sekil 4.1°deki verilen
voltamogramlarda her hangi bir indirgenme pikinin olmamasi, HKA’nin CKE

yiizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 04 0,3 0,2 0,1

<
=
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350 3 ; i
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Sekil 4.1  Farkl derisimlerde HKA igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar1 (i¢
grafik: anodik pik akiminin HKA derisimi ile degisimi) (CE: CKE, v: 0,100
Vs, pH: 5,0, Ep: 0,10 V, Eq: 0,90V, Es: 0,10 V)

CKE yiizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen HKA molekiillerinin bu elektrottaki
elektrokimyasal davranigmin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk olarak pik potansiyeli
ve pik akimma pH’nin etkisi arastirilmistir. Bu amagla HKA derisimi 0,85 mM olan
cozeltilerin pH’st BR tamponu kullanilarak 2,0 — 12,0 arasinda degistirilmis ve
dontistimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu molekiiliin yiikseltgenme piki pH 2,0 —
7,0 araliginda gozlenmis, pH’nin 7,0’den yiiksek oldugu c¢ozeltilerde her hangi bir pik
gbzlenmemistir. Bu da, elektrot tepkime mekanizmasinda elektron transferinden dnce
bir protonlanma mekanizmasinin oldugunu akla getirmistir. Ancak, hem yiikseltgenme
davranisinin inceleniyor olmasi, hem de yiikseltgenme pik potansiyelinin artan pH ile
daha diistik potansiyellere kaymasi (Sekil 4.2) bu olasilig1 zayiflatmustir. Yiikseltgenme
potansiyelinin artan pH ile daha diisiik degerlere kaymasi, protonlanmis tiiriin

protonlanmamig tiire gdre daha zor yiikseltgendigini seklinde degerlendirilmistir.
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Buradan HKA’nin yiikseltgenmesinde hidronyum iyonunun 6énemli bir etkisinin oldugu

sonucuna varilmistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gore)
1.2 1.1 1,0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0,2 0.1 0.0
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Sekil 4.2  Sabit derisimde HKA igeren ¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
dontistimlii voltamogramlar1 (i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi,
Chka = 0,85 mM, CE: CKE, v: 0,100 Vs )

Yapilan ¢alismalarda pik potansiyelinin pH ile degisim denklemi Ep(V) = —0,069 pH +

1,06 (R?> = 0,9863) seklinde bulunmustur (Sekil 4.2, i¢ grafik). Literatiirde,pik

potansiyelinin pH ile degisimine ait denklem asagidaki gibi verilmektedir (Hilali vd.

2005, El-Desoky vd. 2005, Wang vd. 2006, Oztiirk vd. 2010, Tasdemir vd. 2011,

Erdogan vd. 2011):

. RT_[0] , 2,3030RT

E =F°——In—+——pH 41
P nF [R]™ nF P (+1)
Bu esitlikte;
Ep: Pik potansiyeli, V

E* Standart pik potansiyeli, V
Ideal gaz sabiti, J/(mol K)
Mutlak sicaklik, K
Aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol molekiil

F: Faraday sabiti, C/mol elektron
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[O]: Yiikseltgenmis tiiriin analitik derigimi, mol/cm®
[R]: Indirgenmis tiiriin analitik derisimi, mol/cm®

0: Mekanizmadaki proton sayisi, mol proton/mol molekiil

Deneysel olarak elde edilen dogrunun egiminden ve Esitlik 4.1°den yararlanilarak, bu
maddenin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde yer alan proton sayisinin mekanizmada
aktarilan elektron sayisina oranmi hesaplanmis ve 1,14 olarak bulunmustur. Buda
molekiiliin yiikseltgenmesinde 1 mol protona karst 1 mol elektronun aktarildigini

gostermektedir.

Sekil 4.2°den de goriildiigii gibi, biitiin pH degerlerindeki elde edilen pikin sekli
diizgiindiir, ancak, en yiiksek pik akimi pH 5,0’da elde edilmistir. Bu nedenle,
mekanizma ile ilgili diger biitiin c¢aligmalar, pH’st 5,0 olan ¢ozeltilerde

gergeklestirilmistir.

HKA’nin elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde, pH degiskeninden sonra pik
potansiyeli ve pik akimina tarama hizinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla, pH’s1 5,0’a
ayarlanmis 2,0 mM HKA ¢o6zeltisinin 0,010 Vst — 0,750 Vs arasindaki cesitli tarama
hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlarSekil 4.3’te verilmistir.
Tarama hiz1 arttik¢a yiikseltgenme pik potansiyelinin daha yiiksek potansiyellere (daha
anodik degerlere) kaydigi1 goriilmiistiir. Pik potansiyelinin artan tarama hizi ile daha
anodik degerlere kaymasi, herhangi bir indirgenme pikinin gézlenmemesi ile birlikte
degerlendirildiginde, HKA’nin CKE ylizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.

Pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimine ait denklem soyledir (Wang

vd. 2006, Oztiirk vd. 2010, Tasdemir vd. 2011, Erdogan vd. 2011):

E. =k+ R log? 4.2
R T 2
Bu esitlikte;
Ep: Pik potansiyeli, V
R: Ideal gaz sabiti, J/(mol K)
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T: Mutlak sicaklik, K
n: Hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi, mol elektron/mol
molekiil
Faraday sabiti, C/mol elektron

F
p: Anodik yiik aktarim katsayis1
v Tarama hizi, Vs *

k

Sabit

Yapilan tarama hizi ¢alismasinda, tarama hizinin pik potansiyeline etkisini
degerlendirmek i¢in, tarama hizinin logaritmasina karsi pik potansiyeli grafigege¢irilmis
ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmas: ile: E;(V) = 0,056 log V + 0,65 (R? =
0,9863) esitligini saglayacak sekilde degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.3, i¢ grafik). Cizilen
bu grafikte elde edilen egim degeri, Esitlik 4.2°de kullanildiginda, anodik yiik aktarim
katsayisi olan £ ile elektrot tepkimesinin hiz belirleyen basamaginda aktarilan elektron
sayisinin c¢arpimi (nf) 0,45 olarak hesaplanmistir. Ayrica, nf degeri, doniisimli
voltametride yapilan tarama hizi caligmasinda elde edilen voltamogramlardaki pik
potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farkin Esitlik 2.20°de kullanilmasiyla da,
0,52 olarak hesaplanmistir (Radi vd. 2003, Hilali vd. 2005, Atta vd. 2007). Aym
parametre, kare dalga voltametride yapilan frekans g¢alismasindan ise, 0,49 olarak
bulunmustur (Radi vd. 2003, Jain vd. 2007). Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda
deger alabilecegi (Brett ve Brett, 1992) ve birgok c¢alisma elektrodu i¢in bu
parametrenin 0,50 oldugu diisiiniildiigiinde, HKA’ ’nin yiikseltgenme mekanizmasidaki
hiz belirleyen basamakta 1 elektronun aktarildig1 soylenebilir. Hiz belirleyen basamakta
aktarilan elektron sayisi 1 olarak kabul edilirse, yiik aktarim katsayisinin degeri 0,45 —
0,50 civarmda bulunur ki; bu, CKE yiizeyinde meydana gelen yiikseltgenme olayinda
HKA vyiikseltgenmis forma doniisiirken olusan ara gecis tiiriiniin (aktiflesmis kompleks)
HKA ile yiikseltgenmis tiiriin tam merkezinde oldugu anlamina gelmektedir. Yani,
elektrot tepkimesinde olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin, tepkime koordinatina
gore simetri merkezinde yer aldig1 sdylenebilir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000, Bard
ve Faulkner 2001). Olgiimlerde alman voltamogramlarm hemen hemen simetrik

olmalar1 da bu varsayimi destekler niteliktedir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCl/3M KCl'ye gore)
0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 04 0.3 0.2 0.1 0

E4(V)=0.056logv + 0.65
R*=0.9863

-
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13; |k

Sekil 4.3  Sabit derisimde HKA iceren ¢6zelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alman doniistimlii voltamogramlar (i¢ grafik: anodik pik akiminin tarama
hiz1 ile degisimi, CE: CKE, Cyka = 2,0 mM, pH: 5,0, Ep: 0,0V, Eq4: 0,8 V,
Es: 0,0 V)

Tarama hizinin, pik potansiyeline etkisinin yaninda, pik akimina etkisi de incelenmistir.
Bu amagla i, — v, ip — Vv, logi, — logv (Sekil 4.4) grafikleri ¢izilmistir. Buna gore, pik
akiminin tarama hizi ile dogrusal degismedigi, tarama hizinin karekokii ile ise dogrusal
olarak degistigi  belirlenmistir. Sonu¢ olarak, HKA’nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesinin  difiizyon kontrolli oldugu sOylenebilir; dolayisiyla, ¢alisma
elektrodu ile HKA arasmnda gerceklesen elektron aktarimimin elektrot/cozelti ara
yiizeyinde gerceklestigi diistiniilebilir. Pik akimimnin logaritmasi, tarama hizinin
logaritmasina kars1 grafige gegirildiginde, elde edilen dogrusal grafigin egimi 0,63
olarak hesaplanmistir. Bu deger difiizyon kontrollii mekanizmalar i¢in Onerilen 0,50
degerine yakm bir degerdir. HKA’nin yiikseltgenmesi, elektrot-¢ozelti ara yiizeyi yerine
elektrot ylizeyinde gergeklesseydi, egimin0,50degil 1,0 degerine ¢ok daha yakin olmasi
beklenirdi (Brett ve Brett 1992, Scholz vd. 2010).

HKA’nin yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisin1 hesaplamak igin, sabit

potansiyelde bulk elektroliz calismasi yapilmistir. Bu ¢alisma, pH 5,0’ de 0,85 V sabit
potansiyel uygulanarak gergeklestirilmis (Bolim 3.10) ve elektron sayis1 1,87+0,17
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(N=3) olarak hesaplanmistir. Buna gore, HKA’nin yiikseltgenmesinin, her mol HKA

icin 2 mol elektronunaktarilmasi ile gergeklestigi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.4
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Tarama hiznin HKA’nin pik akimma etkisi (Cpxa= 2,0mM) (a) pik
akiminin tarama hizi ile degisimi, (b) pik akiminin tarama hizinin karekokii
ile degisimi ve (C) pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile

degisimi

Bu noktaya kadarr elde edilen bulgular birlestirildiginde, CKE yiizeyinde HKA’nin;

yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,
yiikseltgenmesinin e /H" (EC) mekanizmast iizerinden yiiriidiigiine,
yiikkseltgenme tepkimesinekatilan elektron ve proton sayismin esit

olduguna,

yiikseltgenmesinde hiz belirleyici basamakta 1, toplamda 2 elektron
aktariminin s6z konusu olduguna,

yiikseltgenme tepkimesinin ¢ozelti-elektrot ara yilizeyinde diflizyon

kontrollii olarak gergeklestigine,

karar verilmistir.

HKA’nin molekiil
yiikseltgenebilecek

birden fazla

Ancak

(Sekil 2.2) incelendiginde, yapida

yapist

fonksiyonel goriilmektedir.

grubun  bulundugu

80



yiikseltgenmenin bu gruplarin hangisi iizerinden gergeklestigine karar vermek oldukca
giictiir. Yikseltgenmenin hangi fonksiyonel merkez iizerinden gergeklestigine 11k
tutmak amaciyla, Gausian 3.0 yazilim programi kullanilarak, HKA molekiilii i¢in;

e geometri optimizasyonu,

e teorik olarak tek nokta molekiil enerjisi hesabi (single point molecular energy),

e teorik olarak elektrostatik yiik dagilima,

e HOMO-LUMO orbitallerinin ve bagil enerjilerinin belirlenmesi,

gibi calismalar yapilmis ve caligmalarin sonucu kisaca Sekil 4.5°te verilmistir.

7 Orbital Energy
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*1 Hartree = 1 a.u. = 27.211 eV = 2626 kj/mol

Sekil 4.5 Gausian 3.0 yazilim programm kullanilarak HKA molekiilii ig¢in yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bolgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri

Sekil 4.5’ten de goriildiigli gibi, HKA molekiiliiniin en yiiksek enerjili dolu orbitalleri
(HOMO) yapidaki diazin ve siilfonamid kismimdaki amid grubu iizerindedir. Ancak, s6z
konusu sekil dikkatle incelendiginde, HOMO orbital grubuna en biiyiik katkinin diazin
grubu tarafindan verildigi goriilmektedir. Yani, HKA molekiiliiniin olast bir
yikseltgenme durumunda yapidaki diazin grubunun yiikseltgenmesi en olasi
yikseltgenme  olarak  degerlendirilmektedir.  Buna  gore, elektrokimyasal

yiikseltgenmede, diazin grubundaki proton yapidan ayrilirken deprotonasyona ugrayan
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yapmin elektron aktararak aktiflesmis kompleks olusturdugu; sonra daha hizli bir
sekilde 1 proton ve 1 elektronun daha aktarilmasi ile yilikseltgenmenin tamamlandigi
soylenebilir. Bu sonucu Sekil 4.2°de pH’nin artmasi ile yiikseltgenme pik potansiyelinin
daha kiiciik degerlere kaymasi1 da desteklemektedir. Ciinkii yiiksek hidronyum
derisimlerinde yapidaki H’nin ayrilmasinin diigiik hidronyum derigimlerine gére daha
zor olabilecegi agiktir. pH’nin 7,0’den yiiksek oldugu durumlarda ise, HKA
molekiiliiniin olas1 bir kimyasal tepkime ile elektrokimyasal olarak aktif olmayan bir
tiire donlismesi, pH’nin 7,0’den yiiksek oldugu durumlarda yiikseltgenme pikinin
gbzlenmemesinin sebebi olarak diisiiniilmektedir. Biitlin bu degerlendirmelerden sonra
HKA’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesi i¢in asagidaki olas1 tepkime mekanizmasi
onerilmistir. Onerilen mekanizma sonucunda olusan iiriin i¢in olas1 rezonans yapilarinin
bulunmasi, s6z konusu iirliniin karalilimi1 ve Onerilen mekanizmanin gerceklesme

olasiligini arttirmaktadir.

H
Cl N
N ™
HZN\SDiS/NH NH = NG &
VA VA / \ //\\ // N

Sekil 4.6 HKA molekiillerinin CKE yiizeyinde gergeklesen -elektroyiikseltgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

Literatiirde HKA molekiiliiniin yiikseltgenmesi ile ilgili iki ¢alisma mevcuttur (Razak
2004, Rezaei ve Damiri 2008). Bu calismalarda, HKA molekiiliiniin 2e72H" ile
yiikseltgendigi belirtilmekle birlikte, bu yiikseltgenmenin molekiiliin hangi fonksiyonel
grubu tizerinden gergeklestigine dair ayrintili ¢alisma yapilmamis, sadece
yiikseltgenebilir grup olan diazin grubunun yiikseltgenmesi Onerilmistir. Bu calismada
ise, doniisiimlii voltametri, kare dalga voltametri ve bulk elektroliz gibi elektrokimyasal
calismalarin sonuglar1 teorik hesaplama sonuglar1 ile desteklenerek olasi elektrot

tepkime mekanizmasi i¢in Onerilerin daha kolay yapilabilecegi gosterilmistir.

Bu calismada, ayrica, kronokulometri ve kronoamperometri yontemlerinden elde edilen
veriler de kullanilarak HKA i¢in difiizyon katsayis1 ve yilizey kaplama katsayisi

hesaplanmuigtir.
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Doniigiimlii voltametri verileri ve Esitlik 2.21 kullanilarak HKA i¢in difizyon katsayist
(4,3 £ 0,2)x10° cm’s™* olarak bulunmustur. Ayni parametre, kronokulometri verileri
Esitlik 2.12 ile kullamldiginda ise, (4,1 + 0,3)x10° cm?s™* olarak hesaplanmustr.
Hesaplanan diflizyon katsayisinin degeri, difiizyon kontrolli elektrokimyasal
dontigiimler igin literatiirde verilen degerlerle uyumludur. Zira birgok kaynak kitapta ve
yayimlanmis arastirma makalesinde, difiizyon kontrollii doniisiimler igin, difiizyon
katsayismnimn 107°— 10°° mertebesinde oldugu belirtilmektedir (Brett ve Brett 1992, Wang
2000, Bard and Faulkner 2001).

Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasi i¢in kronokulometri ¢alismasinda elde edilen
parametreler ve Esitlik 2.13 kullamlmus ve yiizey kaplama katsayist 107 molcm
mertebesinde hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger, HKA’nin CKE yiizeyinde difiizyon
kontrollii olarak yiikseltgendigi varsayimimni destekler niteliktedir. Ciinkii pek cok
kaynakta adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar icin yiizey kaplama katsayisinin 10°° —
10 1% molem 2araliginda oldugu, yani difiizyon kontrollii elektrot tepkimeleri i¢in
bulunan degerlerden ¢ok daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Brett ve Brett 1992,
Wang 2000, Bard and Faulkner 2001).

NPV c¢aligmalarinda alinan voltamogramlarin, pik sekli yerine dalga formunda olmas1

da incelenen mekanizmanim difiizyon kontrollii oldugu varsayimimi desteklemektedir

(Scholz vd. 2010).
4.1.2 INDA’nin elektrokimyasal davranis

INDA’nin ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davramslar1 DV, NPV,
KDV, KK, KA ve BE yontemleri ile incelenmistir. Yapilan caligmalarda pH’s1 5,0°e
ayarlanan BR tamponunda farkli derisimlerde INDA ¢ézeltilerinin 0,0 — (—1,60) V
arasindaki potansiyellerde voltamogramlar1 alinmisg ancak; 0,0 — (-1,0) V arasindaki
potansiyel penceresinde her hangi bir sinyal gdzlenmedigi i¢in yapilan tiim ¢aligmalar
(-1,00 V) — (-1,60) V arasinda gergeklestirilmistir. INDA’ya ait voltamogramlar Sekil
4.7°de verilmistir. Bu sekilde (—1,42) V’de bir indirgenme piki, —1,40 V’de ise bir
ylikseltgenme piki gézlenmektedir. S6z Hem indirgenme hemde yiikseltgenme pikine

ait akimlarm artan INDA derisimi ile dogrusal olarak arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.7, i¢
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grafik). Buna gore, gozlenen bu piklerin INDA’nin elektrokimyasal déniisiimiinden

kaynaklanan pikler oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4.7  Farkl derisimlerde INDA iceren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar1
(i¢ grafik: katodik ve anodik pik akimlarinin INDA derisimi ile degisimi,
CE: ADCE, v: 0,100Vs*, pH: 5,0, Ep: -1,00V, Eg: -1,60V, E: -1,00V).

INDA’ nm ADCE yiizeyinde elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu belirlendikten sonra
farkli elektrokimyasal yontemler kullanilarak bu aktiflik ayrintili olarak incelenmistir.
Bu incelemede, ilk olarak DV yonteminde tarama hizi ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla
pH’s1 5,0’ ayarlanmis olan BR tamponunda INDA derisimi 0,50 mM olacak sekilde
hazirlanan ¢6zeltinin 0,050 Vst ile 1,000 Vs arasmndaki farkli tarama hizlarinda
voltamogramlar1 alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.8’de verilmistir. Sekilden de
goriildiigii gibi tarama hizi ile pik potansiyelinin degismemesi ve bir yiikseltgenme
pikinin gozlenmesielektrokimyasal doniisiimiin tersinir olabilecegini diistindiirmiistiir.
Anodik pik akiminin katodik pik akimma oraninin da, tersinir mekanizmalar igin
onerilen 1,0 teorik degerine (Wang 2000) olduk¢a yakin bulunmasi s6z konusu
doniisiimiin tersinir oldugu diisiincesinikuvvetle desteklemektedir. Sekil 4.8’den, anodik
pik akiminin katodik pik akimindan kii¢iik oldugu tarama hiz1 degerlerinde anodik pikin
biraz genisledigi ve akimmin beklenen degerden kiiciik olsa bile, pik alaninin katodik
pik alanmna yaklasik esit oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ indirgenmis tiir ile

yikseltgenmis  tiiriin  elektrot ylizeyine farkli kuvvetlerle tutunabilecegini
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diisiindiirmiigtiir. Tarama hizinin, pik akimina etkisi de incelenmis olup pik akiminin
tarama hizi ile dogrusal degistigi (Sekil 4.8, a) ve pik akimmin logaritmasmimn tarama
hizinin logaritmasi ile dogrusal degistigi belirlenmistir (Sekil 4.8, b). Bu dogrularin
egimleri katodik pik i¢in 1,02; anodik pik i¢in ise, 0,85 olarak bulunmustur. Bu
bulgularagére, incelenen elektrokimyasal doniisiimler adsorpsiyon kontrollii olmalidir.
Yani ¢ozeltideki INDA molekiilleri kullanilan ¢alisma elektrodunun (ADCE) yiizeyine
adsorbe olduktan sonra elektrot-molekiil arasinda elektron aktarimi gergeklesmelidir.
Incelenen elektrokimyasal doniisiimiin adsorpsiyon kontrollii oldugunun diger bir
gostergesi ise anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasindaki farkin
oldukca kiiciik (= 2 mV) olmasidir. Anodik ve katodik pik alanlar1 oraninin 1°e ¢ok
yakin olmasi, anodik ve katodik tepkimelerde esit sayida elektronun aktarildigmin bir
gostergesi olarak almmustir. Cilinkii pik alani, pikin olusumuna sebep olan
elektrokimyasal olayda sistemden gecen yiik ile dogrudan iligkilidir. Anodik ve katodik
pik akimlarmin logaritmasinintarama hizinin logaritmasi ile degisimine ait olan
grafiklerin egimlerinin arkli olmasi indirgenmis tiir ile ylikseltgenmis tiiriin elektrot
yiizeyine farkli adsorpsiyon kuvveti ile adsorbe olduklar1 seklinde yorumlanmistir.
Ciinkii pik simetrisi ve pik akimi, aktarilan elektron sayisinin yaninda elektron aktarim
hizina, elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyine hangi pozisyonda yaklastigina ve
elektrot—elektroaktif tiir arasindaki etkilesime bagl olarak degisebilmektedir (Bard ve
Faulkner, 2001). Pik akiminin ve pik akimi logaritmasmnin sirasi ile tarama hizi ve
tarama hiz1 logaritmasi ile degisimin yaninda, pik akiminin tarama hizinin karekdkii ile
degisimi incelendiginde ise (Sekil 4.8, c), dogrusal olmayan bir bagmnt1 elde
edilmektedir. Bu degisimin dogrusal olmamasi s6z konusu elektrokimyasal doniistimde
difiizyonun adsorpsiyona gore etkisinin goz ardi edilebilecegi seklinde yorumlanmustir.
Biitiin bunlara ek olarak, NPV yonteminde yapilan c¢alismalarda alinan
voltamogramlarin dalga formu yerine pik seklinde goézlenmesi mekanizmaya

adsorpsiyonun etkisini destekler niteliktedir (Scholz vd. 2010).
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Sekil 4.8 Sabit derisimde INDA igeren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarida
alman doniistimlii voltamogramlar (i¢ grafikler: (a) katodik ve anodik pik
akimlarmin tarama hiz1 ile degisimi, (b) katodik ve anodik pik akimlarinin
logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (c) katodik ve
anodik pik akimlarmin tarama hizinin karekdki ile degisimi, CE: ADCE,
Civpa= 0,50 mM, pH: 5,0, Ey: -1,05V, Eq: -1,60V, Eg: -1,05V).

Pik parametrelerine, tarama hizinin yaninda pH’nin etkisi de incelenmistir. Hem
indirgenme hem de yiikseltgenme pikinin pH ile degisimi arastirildigi halde kolay
anlasilmas1 bakimindan burada sadece katodik pikler i¢cin olan irdeleme verilmistir
(Sekil 4.9). Ciinkii DV verilerindeki pikler pH degistikce ortiismekte ve sekilden bir
yoruma gidilebilmesi gii¢lestirmektedir. Sekil 4.9 (a)’da gorildiigi asidik bolgede (pH<
7,0) katodik pik potansiyeli artan pH ile daha katodik degerlere kaymaktadir. Pik
potansiyelinin pH ile degisimi elektrokimyasal tepkimeye hidrojen iyonlarmnin
katildigini, pik potansiyelinin artan pH degeri ile daha da katodik degerlere kaymas ise,
elektron  aktarimindan 6nce bir protonlanma basamaginin  gerceklestigini
diisiindiirmiistiir. Asidik ortamda, pH degeri arttikca yani hidrojen iyonu derigimi
azaldik¢a, INDA nin indirgenme potansiyeli katodik yonde kaymakta; yani, indirgenme
zorlasmaktadir. Sonug olarak INDA molekiiliinde asidik bolgedeki indirgenmenin
protonlanmig molekiile elektron aktarimi seklinde oldugu diisliniilmektedir. Bu

durumda molekiile elektron aktarimindan 6nce protonun baglanabilmesi i¢in uygun bir
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fonksiyonel grubun bulunmasi gerekir. Yani INDA molekiiliindeki en fazla negatif yiikii

barindiran fonksiyonel grup elektron aktarimindan 6nce protonlanmalidir.

Bazik bolgede (pH>7,0) ise asidik bolgedeki indirgenmenin pH ile degisiminin tersi
yOniinde bir egilim gozlenmistir (Sekil 4.9, b).

Akam, pA
Alam, pA
>

08 20 12 14 16 038 10 12 14 16
Potansiyel, V(Ag/AgCU3M KCl'ye gore) Potansiyel, V(Ag/AgCU3M KCl'ye gore)

-1.05
@ EW=006pH-104  (€)
~ © Ri=0,9785

o
120 ®  Ev-0omxpHAm S
¥ S Ri=09743 @

Pik Potansiyeli V

Sekil 4.9 INDA’nm KDV ile alinan voltamogramlarinan pH’ nm etkisi (a) pH 1,0 —
7,4, (b) pH 8,3 — 11,6 ve (c) Pik potansiyelinin pH ile degisimi, (Ciypyg =
5,0uM, CE: ADCE)

Sekil 4.9 (b)’den de goriilebilecegi gibi, bazik ortamda pH arttikga katodik pik
potansiyeli daha az negatif degerlere kaymaktadir. Buna gore yiliksek pH degerlerinde
elektron aktarimi INDA molekiillerine proton baglanma basamagindan 6nce olmalidir.
P.k potansiyelinin pH ile degisimi grafige gecirildiginde (Sekil 4.9, ¢) grafigin yaklasik
olarak pH 7’de bir minimumdan gectigi ve bu pH’nin her iki tarafinda da degisimin
dogrusal oldugu goriilmiistiir. S6z konusu mekanizmalarda mekanizmaya katilan proton
sayisinin elektron sayisina orani Esitlik 4,1 ve Sekil 4.9 (c)’de olusturulan dogrularin
egimleri kullanilarak hesaplandiginda her iki bolgede de, aktarilan elektron sayisina esit

sayida protonun mekanizmaya katildig1 hesaplanmistir.

Pik potansiyelinin pH ile degisiminin yaninda pik akimimin degisimi de incelendiginde,

asidik bolgede pH 4,8’e kadar pik akiminin pH ile yaklasik olarak degismedigi, by
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degerde maksimuma ulastig1 ve sonra ani bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bazik

ortamlarda da pH ile pik akimindaki azalma devam etmektedir.

INDA molekiiliine aktarilan elektron sayismi bulmak amaciyla pH 4,8°de -1,50V’ta
sabit potansiyelde bulk elektroliz yapilmistir. Ancak bulk elektroliz siiresi beklenenden
uzun tutulsa bile, alinan voltamogramlardan pik akimi ve pik potansiyelinde kayda
deger bir degisikligin gézlenmedigi belirlenmistir. Bulk elektroliz islemi devam ederken
elektroliz sisteminden yiik gecisi ve birka¢ miliamper mertebesinde akim gegisi
gozlenmis ve akimin diizenli bir sekilde azalarak baslangi¢ akimmin %35°i civarina
indiginde sabit kaldig1 tepit edilmistir. Bu bulgular;

e goizlenen elektrokimyasal doniisiimiin tersinir oldugu

e clektroliz siiresince yaklasik ayni potansiyelde indirgenme-yiikseltgenme

dongiisiiniin kuruldugu

seklinde degerlendirilmistir. Bu gozlemlere gore bulk elektroliz yontemi ile
mekanizmada aktarilan elektron sayisinin bulunmasi1 miimkiin olmamustir. Zira, bulk
elektroliz, gézlenen pik akiminda herhangi bir degisiklige sebep olmamus, bundan
dolayr da bulk elektroliz siiresince sistemden gecen yiikiin ne kadarhk kisminin
elektroliz i¢in kullanildig1 hesaplanamamistir. Elektrot mekanizmasinda aktarilan
elektron sayisiicin DV yonteminde elde edilen tarama hizi ¢alismalar1 verilerinden
yararlanilarak 0,050Vs*1— 1,000 Vs ‘tarama hizi arhiginda Esitlik 2.19’dan 1,95+0,1
(N=20) olarak hesaplanmustir.

Biitiin bu bulgular degerlendirildiginde, ADCE yiizeyinde INDA nin;

¢ indirgenmesinin tersinir oldugu,

e indirgenmesinin asidik ortamda H'/e” (CE), bazik ortamda ise e/H" (EC)
mekanizmasi tizerinden yiiridiigi,

e indirgenme tepkimesine esit sayida proton ve elektronun katildigi,

e indirgenmesinde toplamda 2 elektronun aktarildigi,

e indirgenmesinin ADCE ylizeyinde, adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigi,

e indirgenme ve indirgenmenin karsiliginda gerceklesen yiikseltgenmenin
yaklasik ayn1 potansiyelde gergeklestigi

sonuglar1 elde edilmistir.

88



INDA’nmn molekiil yapis1 (Sekil 2.3), HKA’nmn molekiil yapisi (Sekil 2.2) ile
karsilastirildiginda her iki molekiilde de ortak fonksiyonel gruplarin bulundugu,
INDA’nmn yapismda HKA molekiilinde bulunmayan ve elektrokimyasal olarak
indirgenebildigi bilinen karbonil grubunun bulundugu goriilmektedir. Bilindigi gibi,
HKA molekiili ADCE yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif degildir (Bolim 4.1.1)
Bu nedenle INDA’nmn elektrokimyasal indirgenmesinin karbonil grubu iizerinden
olabilecegi degerlendirilmistir. Bu 0ngoriiniin desteklenmesi i¢in i¢in Gausian 3.0

yazilim programi kullanilarak, INDA molekiilii i¢in;

e geometri optimizasyonuna,
e teorik olarak tek nokta molekiil enerjisi hesabina,
e teorik elektrostatik yiik dagilim haritasmin belirlenmesine,
e HOMO-LUMO orbitallerinin ve bu orbitallerin bagil enerjilerinin
belirlenmesine
yonelik calismalar yapilmis ve bu ¢alismalarin sonuglar1 kisaca Sekil 4.10°da

verilmistir.

Yapilan teorik hesaplamalarda INDA molekiiliinde en yiiksek negatif elektrostatik yiike
sahip olan grubun karbonil grubu ve LUMO orbitallerinin de yine bu karbonil
grubundaki orbitaller oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gére, INDA molekiiliiniin
olas1 indirgenmesinde aktarilan elektronlarm ilk yerlesecegi orbital karbonil orbitalleri
olmalidir. Ayrica, elektrostatik olarak en negatif fonksiyonel grubun da, yine ayn1 grup
oldugu diisiiniiliirse, olas1 protonlanma mekanizmasinda molekiilde, proton baglama
olasilig1 en yiiksek olan grubun yine bu karbonil grubu oldugu aciktir. Bu sonuglara
gore, asidik ¢ozeltilerde gergeklesen indirgenmede, ilk olarak karbonil oksijenin
protonlandigi, protonlanmayi takip eden siiregte karbonil oksijeni ile karbon arasindaki
¢ift bagin oksijen iizerine agildigi, ayni1 anda yeterli negatif potansiyele sahip olan
calisma elektrodundan s6z konusu karbon atomuna elektron aktarildigi, sonra daha hizli
bir sekilde bir proton ve bir elektron daha aktarilarak indirgenmenin tamamlandigi, en
olast mekanizma olarak disiiniilmektedir. Bazik ortamlarda ise ortamdaki hidrojen
iyonu derigsimi diisiik oldugun karbonil grubuna once elektronun aktarildigi ve sonra
molekiiliin protonlandig1 vars ayilmistir. Literatiirdeki karbonil grubunun tersinir olarak
indirgenmesi ile ilgili verilenler de Onerilen elektrot tepkime mekanizmasini

desteklemektedir.
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Sekil 4.10 Gausian 3.0 yazilim programu kullanilarak INDA molekiilii i¢in yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bdélgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri
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Sekil 4.11 INDA molekiillerinin ADCE yiizeyinde gerceklesen elektroindirgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

INDA molekiilleri igin difiizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayis1 da hesaplanmustir.
Diflizyon katsayisinin hesaplanmasinda elektrokimyasal veriler li¢ farkli yaklagim
kullanilarak degerlendirilmistir: (i) adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Garrido ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilip valide edilen Esitlik 4.3 (Garrido vd. 1992), (ii)
KA ve KK verileri i¢in Esitlik 2.10 ve (iii) DV verileri i¢indaha 6nce verilen Esitlik
2.16 — Esitlik 2.19.

i, =1,06 X 10°n*ACvDY?¢}/ (4.3)
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Biitiin bu hesaplamalar sonucu ortalama difiizyon katsayisi(1,2+0,1)x10°® cm?s* olarak

hesaplanmuigtir.

Ayni yaklagimla, yiizey kaplama katsayisinm, derisime bagl olarak (3,6+0,4)x10*
molem? — (8,6+0,4)x10° molecm™? arahiginda degistigi belirlenmistir. Ancak, bu
parametrenin, derisim ne kadar arttirilsa da 9x107*° molcm™ degerinden daha yiiksek
degeri almadig1 belirlenmistir. Bundan dolay;, ADCE’ta INDA icin 0,0142 cm?’lik bir
elektrot ylizeyinde, yiizey doygunlugunun bir 6l¢iisii olarak bu degerin almabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu sonuca gdre, INDA molekiillerinin ADCE yiizeyine yiizeyin
doygunluga ulastig1 durumda tek tabaka halinde ve ideal kiiresel sekilde adsorbe oldugu
diisiiniiliirse, yiizeydeki her INDA molekiiliiniin ortalama 5,4 nm? yiizey kapladig

sonucuna varilmastir.

INDA molekiiliiniin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal yiikseltgenme davranmis1 da
incelenmistir. Bu ¢alismada ADCE kullanilarak yapilan elektrokimyasal ¢alismalardaki
yontemler ayn1 sira ile uygulanmistir. INDA igin pH 8,5°te, tarama hiz1 veya uyarma
frekansi arttirildik¢a daha anodik potansiyellere kayan bir yiikseltgenme piki gozlenmis
ve KD voltamogramlar1 Sekil 4.12°de verilmistir. Ancak bu molekiil icin CKE’de bir
indirgenme piki goézlenmemistir. Dolayisiyla CKE ylizeyindeki yiikseltgenmesinin
tersinmez olabilecegini diisiindiirmiistiir. INDA molekiilleri i¢in CKE yiizeyinde DV ve

KDV yontemleriyle elde edilen bulgular degerlendirildiginde;

e frekans attikga pik potansiyelinin daha anodik potansiyellere kaydigi,

e pik akiminm frekans ile dogrusal degistigi,

e pik akiminimn logaritmasinin, tarama hizinin logaritmasi ile dogrusal degistigi ve
dogrunun egiminin 0,92 oldugu,

e pik akimmin, tarama hizinin karekokii ile yiiksek tarama hizlarinda dogrusal
olarak degistigi, diisiik tarama hizlarinda ise dogrusal degismedigi,

e pik potansiyelinin, tarama hizinin logaritmasi ile dogrusal degistigi

sonuglari elde edilmistir.

KDV yonteminde frekans, tarama hizi ile ilgili bir parametre oldugundan, KDV’de

artan frekans ile pik potansiyelinin anodik degerlere kaymasi, DV yontemindeki artan
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tarama hiz1 ile pik potansiyelinin daha anodik degerlere kaymasi esdegerdir. Buna gore,
tarama hizinin diisiik oldugu durumlarda, taramanimn basaladig1 andan yiikseltgenmenin
baslamasma kadar gegen siire, INDA nin yiizeye adsorbe olmasi i¢in yeterli olur ve bu
tarama hizlarinda incelenen yiikseltgenme olaymin elektrot yiizeyinde gergeklestigi
diisiiniilebilir. Tarama hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise INDA elektrot yiizeyine
adsorbe olmadan ylikseltgenebilir. Yani elektron aktarimmin ne zaman ve nerede
gerceklesecegini etkileyen ana faktor, INDA tiirlerinin elektrot-¢ozelti ara yiizeyine
diftizyonla tasmmasi ve elektrot yiizeyine adsorplanma olarak degerlendirilmektedir.
Ara degerlerdeki tarama hizlarinda ise mekanizmaya hem adsorpsiyonun hem de
diftizyonun etkisi s6z konusudur. Sonug¢ olarak, yiiksek tarama hizlarinda elektrot
tepkime mekanizmasmin difiizyon kontrollii; diisiik tarama hizlarinda adsorpsiyon
kontrollii, orta tarama hizlarinda ise her iki durumun etkisinin de s6z konusu oldugu

sOylenebilir.

Potansiyel, V (Ag/AgCL3M KCl'ye giire)
11 10 0.9 0.3 0,7 0.6 0.5 04 03

16
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2 |
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Sekil 4.12 INDA’nin ¢esitli frekanslardaki KD voltamogramlariic grafikler: (a) anodik
pik akimmin frekans ile degisimi, (b) anodik pik akimmin logaritmasinin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (c)anodik pik akiminin tarama
hizinin karekokii ile degisimi ve (d) anodik pik potansiyelinin tarama
hizinin logaritmasi ile degisimi (Cjvps = 22,5 uM, pH: 8,5, Ep: 0,30V, Eq:
1,10 V, CE: CKE)

KDV yontemi kullanilarak yapilan frekans ¢aligmasinda, uyarma frekansinin pik
potansiyeline etkisini degerlendirmek i¢in, pik potansiyelinin uygulanan sinyalin adim

yiiksekligi ile frekansinin carpimi ile olusturulan tarama hizi degerinin logaritmasina
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kars1 grafigi ¢izildiginde, Sekil 4,12 (d)’ de verilen grafik elde edilmistir. Gerekli birim
doniigiimlerinden sonra bu grafigin egimi, Esitlik 4.2 ile birlikte degerlendirildiginde,
anodik yiik aktarim katsayisi olan £ ile hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron
sayisimin(n) carpmmi (fn) 1,12 olarak hesaplanmistir. Ayrica, fn degeri, DV yonteminde
yapilan tarama hizi ¢aligmasinda elde edilen voltamogramlardaki pik potansiyeli ile yar1
pik potansiyeli arasindaki farkin Esitlik 2.20’de kullanilmasiyla da 1,26 olarak
bulunmustur. Ayni parametre i¢cin, DV’de yapilan tarama hizi ¢alismasindaki veriler ve
Esitlik 4.2’nin kullanilmasi ile bulunan deger 1,20’dir. Yiik aktarim katsayismnin 0 ile 1
arasinda deger alabilecegi ve birgcok c¢alisma elektrodu i¢in 0,50 oldugu
diisiiniildiigiinde, INDA’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde hiz belirleyen
basamakta aktarilan elektron sayinm, mekanizmada aktarilan toplam elektron sayisina
esit oldugu ve bu saymnin 2 oldugu diisiiniilebilir. Bu varsayimin dogru kabul edilmesi
durumunda anodik yilik aktarim katsayis1 yaklasik olarak 0,60 bulunur. Bu sonug,
elektrot tepkimesinde olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin, tepkime koordinatia
gore simetri merkezinde degil, simetri merkezine gore bir miktar tiriinlere dogru kaydigi

bolgede bulundugu seklinde degerlendirilmistir.

INDA’ nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisma hidrojen iyonlarinin etkisi de
incelenmistir. Bu amagla INDA derisimi 22,5 uM olarak hazirlanan ¢ozeltilerin pH’s1
BR tamponu kullanilarak 2,5-10,0 arasinda degistirilmis ve kare dalga voltamogramlar1
almmistir. Bu pH araliginda INDAya ait yiikseltgenme piki gdzlenmistir (Sekil 4.13).
S6z konusu sekilden de goriildiigii gibi, yiikseltgenme pik potansiyeli artan pH ile daha
diisiik anodik potansiyellere kaymaktadir. Artan pH ile pik potansiyelinde gézlenen bu
kayma yiikseltgenme mekanizmasinda hidronyum iyonlarmin énemli bir rol oynadigi
seklinde degerlendirilmistir. Buna gore ortamda bulunan hidronyum iyonlarinin
derisimi azaldik¢a yiikseltgenme olayr kolaylagsmaktadir. Bu sonug¢ ylikseltgenme
mekanizmasinda INDA’dan protonun ayrildigi ve ayrilan protonun ortamdan
uzaklastirilmasinin devam eden ylikseltgenme olaymi katalizledigi, bunun sonucu
olarak ta yiliksek pH degerlerinde yiikseltgenmenin diisiik potansiyellere kaydigi
seklinde degerlendirilmistir. Yapilan caligmalarda pik potansiyelinin pH ile degisim
bagmtist: Ep(V) = -0,069 pH + 1,12 (R*=0,9806) seklinde bulunmustur (Sekil 4.13, ig
grafik).

93



Sekil 4.13

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gore)
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INDA’nin farkli pH’lardaki KD voltamogramlar. I¢ grafik: anodik pik
potansiyelinin pH ile degisimi (Cjyps = 22,5 uM, CE: CKE)

S6z konusu bu bagmtinin egimi (69 mV/pH) Esitlik 4.1 le birlikte kullanildiginda,

yiikseltgenme mekanizmasina katilan proton sayisinin, yine mekanizmaya katilan

elektron sayisma orani hesaplanmis ve 1,17 olarak bulunmustur. Sonug olarak elektrot

mekanizmasina toplamda esit sayida elektron ve protonun katildigi sdylenebilir.

INDA’ nmn CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisini1 hesaplamak

icin pH 8,5’te, 0,70 V sabit potansiyelde bulk elektroliz ¢alismasi yapilmis ve elektron

say1st 1,95+0,15 (N=3) olarak hesaplanmistir. Buna gore, INDA nin CKE yiizeyindeki

yiikseltgenmesinin, her mol INDA icin 2 mol elektronun aktarilmasi ile gergeklestigi

sonucuna varilmistir.

Elektrokimyasal davranisla ilgili bulgular birlestirildiginde, CKE yiizeyinde INDA nin;

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin e/H" (EC) mekanizmasi iizerinden yiiriidiigiine,

o yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

e yiikseltgenmenin toplam 2e/2H" aktarmu ile gerceklestigine,

o yiikseltgenmesine secilen tarama hizi degerine gore adsorpsiyonun ve

diflizyonun katkida bulunduguna

karar verilmistir.
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INDA’nin molekiil yapisi incelendiginde, komsu karbonil grubu ve azot atomu
tarafindan etkinlestirilen NH grubunun yiikseltgenebilecegi ongoriilebilmektedir. Bu
Ongoriiniin  yapilan teorik hesaplama ve geometri optimizasyonu ¢aligmasiyla da
desteklenmesi (Sekil 4.10) sonucunda, Sekil 4.14’te verilen elektro-yiikseltgenme

mekanizmasinin 6nerilmesi uygun gorilmiistiir.

. o
N Cl . _N Cl
2H, 2e
— 2
0 g—NH,  H0 o g—NH,
o\ o\
0 0

Sekil 4.14 INDA molekiillerinin CKE yiizeyinde gergeklesen elektro-yiikseltgenme
tepkimesi i¢in 6nerilen mekanizma

INDA i¢in elektrokimyasal verilerden difiizyon katsayis1 ve yiizey kaplama katsayisi
hesaplandi. Bu molekiiliin yiikseltgenmesinin diflizyon muyoksa adsorpsiyon kontrollii
mii olmasinin tarama hizina bagl oldugu belirtilmisti. CKE yiizeyinde diigiik tarama
hiz1 ¢aligmalarinda adsorpsiyon kontrolii s6z konusu oldugundan, tarama hizinin 0,100
Vs™e kadar oldugu diisiik tarama hizlarinda (I. bdlge) difiizyon katsayisi hesaplamasi
Esitlik 4.8; 0,100-0,350 tarama hizlarinda (II bolge) Eslitlik 4.3ve Esitlik 2.19; daha
yiiksek tarama hizlarinda ise Esitlik 2.21 kullanilarak difiizyon katsayis1 hesaplanmistir.
Bu caligmalar sonucunda DV yonteminde, I.bdlgede ortalama difiizyon katsayisi (7,2 +
0,1)x10 °cm’s %, 11. bolgede (8,8 + 0,1)x10 %cm?s™; I11. Bélgede ise (1,2+0,1)x10°°
cm’s * olarak bulunmustur. KA yonteminde Cotrell esitligi olarak da adlandirilan Esitlik
2.10 kullamlarak hesaplanan ortalama difiizyon katsayisi (4,8+0,2)x10""cm?s 'dir.

INDA molekiillerinin CKE yiizeyine adsorbe olma kuvvetinin bir &lgiisii olan yiizey
kaplama katsayis1 da, diflizyon katsayisinda oldugu gibi 3 farkl tarama hiz1 bolgesinde
hesaplanmustir. 1. bdlgede (3,2+0,3)x10°° molem % I1. Bslgede (6,9+0,5)x10"° molem ;
l1l. Bolgede ise (7,6+0,3)x10* molcm™? olarak bulunmustir. Sonug olarak, bu ii¢
bolgede hesaplanan difiizyon ve yiizey kaplama katsayilarinin sayisal degerleri, diisiik
tarama hizlarinda elektrot tepkimesininadsorpsiyon kontrollii, yiiksek tarama hizlarinda
diftizyon kontrollii; ara degerlerde ise her iki olaym da birlikte etkin oldugunu

gostermektedir.
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Tarama hizina bagl olarak elektrot tepkime mekanizmasinin difiizyon kontrollii yada
adsorpsiyon konrollii olarak degigsmesi, DV caligsmalarinda yapilan bagka bir deneysel
gozlem ile de dogrulanmustir. Bu galismada, yukarida siirlar1 verilen her {i¢ tarama hizi
bolgesinde de 25 dongiiliik donlisimlii voltamogramlar alinmis ve su sonuglar

bulunmustur:

e [. bolgede ilk dongiideki akimin ardisik dongiilerde ciddi sekilde azaldigi ve
ticlincii dongiiden sonra ilk dongilideki akimm % 5 1 seviyesinde sabit kaldigi
gozlenmistir. Yani tarama hizinin goreceli olarak disiik tutuldugu durumlarda
elektrot yilizeyi daha ilk dongiilerde molekiil tarafindan bloke edilmekte ve
sonraki dongiilerde INDA molekiillerinin yiizeye erisimi ve elektron aktarimma

katilmas1 engellenmektedir.

e [I. Bolgede ardisik dongiilerde akim azalmakta ancak yiizeyin tamamen bloke
olup akimin ilk dongiideki akimin % 5 1 gibi seviyelere diigmesi i¢in diisiik
tarama hiz1 caligmalarindakine gore ¢ok daha fazla dongiliye ihtiyag

duyulmaktadir.

e [II. bolgede ardisik dongiilerde neredeyse ayni akim tiretilmektedir. Yani tarama
hiz1 arttikga kiitle aktarimi ve ylizeyin kaplanmasi i¢in gereken siire
tamamlanmadan yani adsorpsiyon olmadan elektrokimyasal doniisim

gerceklesmektedir.

4.1.3 MOE’nin elektrokimyasal davranisi

MOE’nin ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar1 DV, NPV, KDV,
KK, KA ve BE yontemleriyle incelenmistir.

MOE’nin ADCE yilizeyindeki elektrokimyasal davraniginin incelenmesine yonelik
calismalarda, oncelikle pH 5,5’te, BR tamponunda, farkli derisimlerde MOE igeren
¢ozeltilerin -0,70 V ile (—1,60) V araliginda doniigiimlii voltamogramlar1 alinmig ve bu
voltamogramlar Sekil 4.15’te verilmistir. S6z konusu sekilden de goriildigi gibi,
yaklasik -1,28 V civarinda bir indirgenme/yiikseltgenme pik c¢ifti gézlenmistir. Farkli

derisimlerde MOE igeren ¢ozeltilerin kullanilmasiyla alinan voltamogramlarda, pik

96



akimmin artan MOE derisimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil 4.15, i¢ grafik) gozlenen
bu indirgenme/yiikseltgenme pik ¢iftininh, MOE’nin  ADCE yiizeyindeki
indirgenme/ylikseltgenmesine ait oldugu ve bu tepkimenin tersinir olabilecegi sonucunu
dogurmustur. Sekil 4.15’teverilen voltamogramlarmm hemen hemen simetrik ve
indirgenme/ylikseltgenme potansiyelleri arasindaki farkin (AE) yaklasik sifir olmasi
MOE’nin ADCE yiizeyindeki indirgenme-yiikseltgenme olaymin elektrot yiizeyinde
gerceklestigini gostermektedir. Cilinkii akim degerinin 0 oldugu eksene gore simetrik
indirgenme-yiikseltgenme pik ¢iftinin gozlenmesi (AE = 0) adsorpsiyon kontrolli
mekanizmalarin, yani elektrot yiizeyinde gerceklesen elektron aktarimimnin en dnemli
gostergelerinden birisidir (Brett ve Brett 1992, Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001,
Scholz vd. 2010). Bu durum ile indirgenmis ve yiikseltgenmis tiirlerin yiizeye yaklasik
ayn1 tutunma kuvveti ile adsorbe olmalar1 sonucunda ve yiizey ile adsorbe olan tiirlerin
Gibbs serbestlik enerjilerinin ayni oldugu durumlarda karsilasilacagi rapor edilmistir

(Gosser 1994) (Sekil 2.18, A).
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Sekil 4.15 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlar1. i¢ grafik: katodik ve anodik pik
akimlarinin MOE derisimi ile degisimi (CE: ADCE, v: 0,100 stl, pH: 5,5,
Ep: -0,7 V, Eq: -1,60V, Es: -0,7 V).

Elektrokimyasal davranigin ayrintili olarak irdelenmesi i¢inilk olarak DV yonteminde
pik potansiyeli ve pik akimina tarama hizinin etkisi incelenmistir. Bunun i¢in pH’s1

5,5’e ayarlanmig 0,50 mM MOE c¢6zeltisinin 0,025 Vs*.1,00 Vs* arasindaki cesitli
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tarama hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.16’da
verilmistir. Sekilden de goriildigi gibi, pik ¢iftinin potansiyeli tarama hiz1 ile
degismemektedir. Pik potansiyelinin tarama hizi ile degismemesinden, indirgenme
pikine karsilik yiikseltgenme pikinin de gézlenmesinden ve anodik pik akiminin katodik
pik akimina oraninin yaklasik olarak 1,0 olmasindan (Sekil 4.16, i¢ grafik a), MOE’nin
ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Tarama

hizinin pik akimina etkisi incelendiginde ise;

e indirgenme ve yiikseltgenme pik akiminin tarama hizi ile dogrusal degistigi,
e pik akiminin logaritmasmin tarama hizinin logaritmas: ile her iki pik icin
dogrusal olarak degistigi ve elde edilen dogrunun egiminin indirgenme piki i¢in
1,01; yiikseltgenme piki icin ise 0,95 oldugu
e indirgenme ve yilikseltgenme piklerinin akimlarinin tarama hizinin karekokaii ile
dogrusal olarak degismedigi
gorilmistiir. Bu sonuglardan, MOE’nin ADCE ylizeyindeki indirgenme ve
yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii oldugu, yani elektron aktariminin elektrot
yiizeyinde gergeklestigi sonucuna varilmistir. Bunun yaninda NPV yonteminde alinan
voltamogramlarin pik seklinde gozlenmesi (Scholz vd. 2010) de mekanizmanin

adsorpsiyon kontrollii oldugunu gosteren bir diger sonugtur.

MOE’nin ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde pH’ nin pik
potansiyeline etkisi de incelenmistir. MOE derisimi 2,0 uM olarak hazirlanan
cozeltilerin pH’lar1 BR tamponu kullanilarak 2,0 — 10,0 araliginda degistirilmis ve kare
dalga voltamogramlar1 kaydedilerek elde edilen voltamogramlar Sekil 4.17°de
verilmistir. MOE’ye ait indirgenme pikinin sekli pH nin 3,5’ten kiigiik, 8,5’ten biiyiik
oldugu durumlarda bozulmustur. Sekil 4.17°den da goriildiigii gibi, indirgenme pik
potansiyeli artan pH ile (azalan hidronyum iyonu derisimi ile) daha katodik
potansiyellere kaymaktadir. MOE’nin diisiik pH degerlerinde, yiikksek pH degerlerine
gbre daha kolay protonlanacagi diisiiniildiiglinde, protonlanmis tiirlin protonlanmamis
tire gore daha kolay indirgendigi sOylenebilir. Bu gozlemden MOE’nin ADCE
yiizeyindeki elektro-indirgenmesine hidronyum iyonlarmin énemli bir etkisinin oldugu

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.16 MOE nin voltamogramlarina tarama hizinin etkisi. I¢ grafikler: (a) katodik
ve anodik pik akimlarmin tarama hizi ile degisimi, (b) katodik ve anodik pik
akimlarinin logaritmasmin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (C)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile degisimi (CE:
ADCE, Cyvoe= 0,50 mM, pH: 5,5, Ey: -0,70 V, Eq4: -1,60V, Es: -0,7 V).

Yapilan c¢aligmalarda indirgenme pik potansiyelinin pH ile degisim esitligi, Ep(V) =
—0,059 pH-1,04, (R*>=0,9961) (Sekil 4.17, i¢ grafik) seklinde bulunmustur. Elde edilen
bu bagntinin egimi, Esitlik 4.1 ile birlikte degerlendirilerek, indirgenme
mekanizmasina katilan proton sayisinin mekanizmada aktarilan elektron sayisima orani
hesaplanmis ve 0,997 olarak bulunmustur. Bu da MOE’nin indirgenmesinde
mekanizmaya esit sayida elektron ile protonun Kkatildigini gostermektedir. Pik
akimlarinin pH ile degisimine bakildiginda, pH arttikga pik akimlarinda 6nemli bir
degism gozlenmemistir. Ancak en yiiksek akim pH 5,5’te elde edildiginden, diger

mekanizma caligmalar1 bu pH’da yapiplmstir.

Mekanizmaya katilan elektron sayisinin belirlenmesi igin, pH 5,5’te ve potansiyelin -
1,50V’ta bulk elektroliz yapilmistir. Yapilan bulk elektroliz sonucunda, elektrolizin pik
akiminda ve pik potansiyelinde anlamli bir fark olusturmadigi goriilmiistiir. Bu sonug;
elektroliz boyunca sistemden gegen yiikiin indirgenmeye sebep olsa bile, indirgenen tiir
tekrar ylikseltgenerek baslangic molekiiliine doniistiigli seklinde degerlendirilmistir.

Indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelleri arasindaki farkin (AE) 0 olmas1 bu olasiligi
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kuvvetlendirmektedir. Buna gore, bulk elektroliz siiresince sistemden gegen yiikiin ne

kadarlik miktarmin indirgenme i¢in harcandigmin tespit edilmesi miimkiin olmamaistir.

Bundan dolayi, indirgenme olaymnda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi igin

adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Onerilen Esitlik 2.19 kullanilmis ve genis bir

tarama hiz1 araliginda ortalama elektron sayisi 2,03+0,12 (N=15) olarak hesaplanmistir.

Lo
in

Pik Potansyeli, ¥

AKim, pA

-10

0,0
0.8 09 -1,0 -1,1 -12 -13 -14 -1,5 -1,6 -1,7 -1.8
Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)

Sekil 4.17 MOE’nin KD voltamogramlarina pH’ nm etkisi. i¢ grafik: pik potansiyelinin

pH ile degisimi (Cyoe = 2,0uM, CE: ADCE)

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilen voltamogramlarda indirgenme ve yiikseltgenme

piklerinin akim ve alan degerleri birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriilmektedir. Bu

sonugindirgenme Ve yiikseltgenmemekanizmalarma esit sayida elektronun aktarildiginin

yani tersinirligin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Biitiin bu sonug¢lardan, ADCE yiizeyinde MOE nin;

indirgenmesinin tersinir oldugu,

indirgenmesinin H*/e” (CE) mekanizmasi {izerinden yiiriidiigii,
indirgenme tepkimesine esit sayida proton ve elektronun katildigi,
indirgenmesinde toplam 2 elektronun aktarildigi,

indirgenmesinin ADCE ylizeyinde, adsorpsiyon kontrollii olarak gergeklestigi,
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e indirgenme ve indirgenmenin karsiliginda gergeklesen yiikseltgenmesinin
yaklasik ayn1 potansiyelde gerceklestigi
sonuglarina ulagilmistir. MOE nin kimyasal formiilii incelendiginde, yapida birden fazla
indirgenebilecek fonksiyonel grubun bulundugu goriilmektedir. Ancak, ADCE
yiizeyinde hangi fonksiyonel grubun indirgendiginin belirlenmesi oldukg¢a giigtiir.
Indirgenmenin hangi fonksiyonel grup iizerinden gerceklestigine 151k tutmak amaci ile,
tez kapsamindaki diger maddeler i¢in oldugu gibi, MOE i¢cin de aymi teorik
hesaplamalar yapilmis ve;
e vyapidaki en biiyiik elektrostatik negatif yiikiin ester oksijeni iizerinde
bulundugu,
e ecster oksijeninden sonra en biiyiik negatif elektrostatik yiik merkezinin azot
atomunabagli karbonil oksijeni tizerinde bulundugu,
e LUMO grubu orbitallerinin bu iki gruptaki oksijen bolgesinde bulundugu,
e HOMO grubu orbitallerinin komsu karbonil gruplar1 tarafindan aktiflestirilen

NH grubu ile halka yapisinda bulunan N atomu iizerinde oldugu

belirlenmistir. Yapilan teorik calismalarin sonuclar1 Sekil 4.18’de verilmistir. Bu
sonuglara gore, elektron aktarimindan Once gergeklestigi disiiniilen proton
baglanmasinin, ya yapidaki en yiiksek negatif elektrostatik yiike sahip olan ester ya da
karbonil oksijenleri tizerinden gerceklesebilecegi soylenebilir. Bu merkezlerin proton
baglayabilme yetenekleri, tasidiklar1 negatif elektrostatik potansiyel degerlerine
bakildiginda, yaklasik olarak esit goriilmektedir. Protonlanma olaymimn ester oksijeni
tizerinden yiiriimesi durumunda, elektrot tepkimesinin MOE molekiiliiniin aldehit ve
alkole doniismesine sebep olacak sekilde pargalanmasma yol agtig1 diisiiniilmektedir.
Protonlanma olaymin diger alternatif iizerinden gergeklesmesi durumunda ise karbonil
grubunun ilgili  OH grubuna indirgendigi mekanizmanin gegerli olacagi
diisiiniilmektedir (Sekil 4.18). Ancak, bu mekanizmalardan ilkinin tersinir olma olasilig1
diisiik oldugundan, olas1 tepkime mekanizmasinin ikinci mekanizma olabilecegi
sonucuna varilmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalar ve teorik hesaplamalarin sonuglari
birlikte degerlendirildiginde Sekil 4.19°da verilen mekanizmalarin Onerilmesi uygun

bulunmustur.
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Orbital No,__ Orfifal Encrey

13% —D— 0.00198
138 =] }— -0 00229
137 [ -0.01118
136 -0.01289
LUMO 135 E -0.01535
134 —D— -0.03103
133 -0.21313
HOMO 132 ~0.23580
131 —“— -0.24391
130 —[{f}— -0 25019
12% -0.253%8
128 =-0.25424

*1 Hartree =1 a0, = 27,211 €V = 2626 kj/mol

Sekil 4.18 Gausian 3.0 yazilim programi kullanilarak MOE i¢in yapilan molekiiler
orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bdélgeleri ve bu
orbitallerin bagil enerji degerleri

jun
o
oO—

OH
O OH

Sekil 4.19 MOE i¢in ADCE ylizeyinde gergeklesen elektro-indirgenme tepkimesi i¢in
Onerilen olas1 mekanizmalar

Yapilan mekanizma aydinlatma ¢alismalarindan sonra MOE nin diflizyon katsayis1 ve
yiizey kaplama katsayismmm hesaplanmasi i¢in calismalar yapilmistir. Incelenen
mekanizmanin genis bir tarama hizi araliginda adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolay1
difiizyon katsayisinin hesaplanmasinda adsorpsiyon kontrolli mekanizmalar ig¢in
gelistirilen ve valide edilen Esitlik 4.3 kullanilmis ve ortalama difiizyon katsayisi
(3,5+0,4)x10%cm?s*  olarak  hesaplanmistir. Yiizey kaplama  katsayisinin
hesaplanmasinda ise, Esitlik 2.13 kullanilmig ve ortalama yiizey kaplama katsayisi
(7,2+0,6)x10*° molem? olarak bulunmustur. Hem difiizyon katsayist hem de yiizey

kaplama katsayi degerleri MOE’nin ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin adsorpsiyon
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kontrollii olarak, yani elektrot yiizeyinde gergeklestigini destekler niteliktedir (Wang,
2000).

Bu calismada, MOE’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranislarina yonelik
caligmalar da yapilmistir. Bu amagla, oncelikle MOE’nin pH 5,0’da, BR tamponunda
farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin 0,65 V — 1,40 V arasinda doniisimlii
voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.20°de verilmistir. S6z
konusu sekilden de goriildiigii gibi, yaklasik 1,18 V civarinda bir yiikseltgenme piki
gozlenmigtir.  Farkli  derisimlerdeki MOE  ¢o6zeltileri  kullanilarak  alinan
voltamogramlarm pik akimmin MOE derisimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil 4.20, i¢
grafik) belirtilen potansiyelde gozlenen yiikseltgenme pikinin MOE’nin CKE
yiizeyindeki yiikseltgenmesine ait oldugu sonucunu dogurmustur. Bu voltamogramlarda
herhangi bir indirgenme pikinin gézlenmemesi, MOE’nin CKE yiizeyindeki

yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini diisiindiirmiistiir.

CKE vyiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif oldugu belirlenen MOE’nin s6z konusu
yiizeydeki elektrokimyasal davranig1 6ncelikle DV yonteminde tarama hizi ¢aligmasi
yapilarak ve tarama hizinin pik potansiyeli ve pik akimina etkisi incelenerek
arastirilmistir. Bu amacla, pH’s1 5,0’a ayarlanmis 0,45 mM MOE ¢o6zeltisinin 0,005 Vs~
L 0,750 Vs arahgindaki farkli tarama hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu
voltamogramlar ~ Sekil 4.21’de  verilmisti. =~ MOE’nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesine ait oldugu diisiiniilen pik potansiyeli artan tarama hizi ile daha anodik
degerlere (daha yiiksek potansiyellere) kaymasi ve her hangi bir indirgenme pikinin
gozlenmemesi MOE’nin CKE yiizeyinde tersinmez olarak yiikseltgendigi seklinde

degerlendirilebilir.

103



Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye glire)
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Sekil 420 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlari. I¢ grafik: pik akiminin MOE
derisimi ile degisimi (CE: CKE, v: 0,100Vs*, pH: 5,0, Ey: 0,65 V, Eg:
1,40V, Es: 0,65 V)

Yapilan tarama hiz1 calismalarinda pik potansiyelinin, tarama hizinin logaritmasi ile
Ep(V) = 0,039 log » + 0,78 (R>= 0,9812) bagmtisma uyacak sekilde degistigi
belirlenmistir. Elde edilen bu baglantinin egiminden pr 1,52 (Esitlik 4.2) olarak
hesaplanmistir.  Ayni1  ¢arpim, c¢esitli tarama hizlarinda alinan doniisimli
voltamogramlardaki pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farktan (Esitlik
2.20) yararlanilarak 1,25 olarak bulunmustur. KDV verilerinden hesaplanan deger ise
1,42 dir. Yik aktarim katsayismin 0 ile 1 arasinda deger alabilecegi ve bu parametrenin
degerinin bir¢ok elektrot i¢in 0,5 oldugu diisiiniildiigiinde, MOE’ nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenmesine 2 elektronun katildig1 soylenebilir. Mekanizmada aktarilan elektron
sayis1 2 olarak kabul edilirse, yiik aktarim katsayismin ortalama degeri 0,69 civarinda
bulunur ki; bu, yiikseltgenme mekanizmasinda olustugu varsayilan aktiflesmis
kompleksin tepkime koordinatina gore simetri merkezinde degil, simetri merkezine gore
biraz daha iirlinler tarafinda yer aldigi anlamma gelmektedir. MOE ¢ozeltilerinden
alinan doniisiimlii voltamogramlarin simetrisinde artan tarama hizi ile meydana gelen

bozulma bu varsayimi destekler niteliktedir.
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Potansiyel, V( Ag/AgCL3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.21 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlarma tarama hizinm etkisi. I¢ grafikler:
(a) anodik pik akimmin tarama hizi ile degisimi, (b) anodik pik akiminin
logaritmasmin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (c) anodik pik
akiminin tarama hizinin karekokii ile degisimi, (d) anodik pik potansiyelinin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE, Cyoe = 0,45 mM, pH:
5,0, Ep: 0,70 V, Eq4: 1,40V, Es: 0,70 V).

Tarama hizinmn pik akimma etkisi de incelenmis vepik akimmmn 0,50 Vs™*’den daha
kiigiik oldugu tarama hizlarinda tarama hizi ile dogrusal degismedigi, bu tarama
hizindan daha yiiksek tarama hizi degerlerinde ise pik akimmin tarama hizi ile dogrusal
degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.21, i¢ grafik b). Ayn1 ¢alismada, pik akimmin tarama
hizmin karekokii ile dogrusal degistigi (Sekil 4,21, i¢ grafik (c¢)) ve pik akiminin
logaritmas1 tarama hizinin logaritmasma karsi grafige gecirildiginde elde edilen
dogrunun egiminin 0,53 oldugu (Sekil 4,21, i¢ grafik (d)) gorilmiistiir. Biitiin bu
sonuglar birlikte degerlendirildiginde, MOE’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinin
difiizyon kontrollii olarak, elektrot/cézelti ara yiizeyinde gergeklesti§i sonucuna
varilmistir. NPV ¢alismalarinda elde edilen voltamogramlarin pik sekli yerine dalga

formunda olmasi da bu varsayimi desteklemektedir (Scholz vd. 2010).
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3IM KCl'ye gire)
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22

Sekil 4.22 MOE’nin déniisiimlii voltamogramlarina pH’nin etkisi (I¢ grafik: pik
potansiyelinin pH ile degisimi, CMOE = 0,45 mM, CE: CKE)

MOE’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde, pH’nm pik
parametrelerine etkileri de arastirilmistir. Bu ¢aligsma i¢in, MOE derisimi 0,45 mM olan
cozeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,0 — 10,0 arasinda degistirilmis ve bu
cozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.22). pH’nin 3,5’ten
daha kiigiik oldugu durumda, MOE’nin yiikseltgenme pikinin 1,51 V’den daha anodik
potansiyellerde ¢oziicii piki ile birlestigi yani CKE’nin ¢aligma potansiyelinin diginda
kaldig1 gorilmiistiir. pHnin 3,5 ile 10,0 arasinda tutuldugu c¢ozeltilerde ise, pik
potansiyelinin artan pH ile daha diisiik potansiyellere dogru kaydig1 goriilmistiir (Sekil
4.22).  Yani artan pH ile yiikseltgenme ig¢in gercken potansiyel azalmaktadir. Bu
durum; yiiksek pH degerlerinde molekiiliin proton kaybetmesinin (deprotonasyonun)
kolaylasacagi ve deprotonasyon adimini elektron aktariminin izleyecegi varsayimi ile
aciklanmistir. Pik potansiyelinin pH’ya karst grafigi olusturuldugunda ise, pik
potansiyelinin pH ile dogrusal olarak degistigi ve pik potansiyelinin birim pH artisinda
76 mV daha kiiciik potansiyele kaydigi gortilmiistiir (Sekil 4.22, i¢ grafik). Bu egimden
mekanizmaya katilan proton sayisinin, mekanizmada aktarilan elektron sayisina orani
1,28 olarak hesaplanmistir (Esitlik 4.1). Bu sonug, MOE’nin elektroyiikseltgenme

mekanizmasina esit sayida proton ve elektronun katildig: seklinde degerlendirilmistir.
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Elektrokimyasal tepkimede aktarilan elektron sayismin hesaplanmasi i¢in, Bolim
3.10°da anlatildig1 gibi, pH 5,0’da 1,30 V’ta bulk elektroliz ¢alismasi yapilmistir. Bu
calismada. Yapilan bulk elektroliz calismalar1 sonucunda aktarilan elektron sayisi

1,78+0,12 (N=3) olarak hesaplanmustir.

MOE’nin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi ile ilgili sonuglardan CKE
yiizeyinde MOE nin;

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin H* / & (CE) mekanizmasi iizerinden yiiriidiigiine,

e yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

e yiikseltgenmesinin toplam 2e/2H" aktarmu ile gergeklestigine,

e yiikseltgenmesinin  diflizyon kontrolli olacak sekilde c¢ozelti/elektrot

araylizeyinde gergeklestigine

karar verilmistir.

MOE’nin molekiil formiilii incelendiginde komsu iki karbonil grubu tarafindan
etkinlestirilen NH grubunun yiikseltgenebilecegi ongoriilebilmektedir. Ancak, yapilan
teorik ¢alismalarda MOE’nin en yliksek enerjili dolu molekiiler orbitallerine (HOMO)
iki farkli fonksiyonel grubun katkisinin oldugu goézlenmistir. Bu gruplardan birincisi
yiikseltgenebilecegi ongoriilen NH grubu ve 6’11 halkadaki N atomunun ¢evresi iken,
ikincisin ise fenil grubuna bagh eterik gruplarm oldugu gorilmistir (Sekil 4.18).
Ancak, bu gruplardan hangisinin yiikseltgenmede 6ncelige sahip olduguna dair herhangi
bir deneysel veya teorik veri elimizde olmadigindan her iki grubun da yiikseltgenmesi
durumuna gore iki farkli yiikseltgenme mekanizmasi Sekil 4.23’te gosterildigi gibi

Onerilmistir.
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Sekil 4.23 MOE’nin CKE yiizeyinde gerceklesen elektro-yiikseltgenme tepkimesi igin
onerilen olas1 mekanizmalar

Elektrokimyasal mekanizma aydinlatmaya yonelik ¢alismalardan sonra MOE 'nin CKE
ylizeyindeki yiikseltgenmesine ait bazi elektrokimyasal parametrelerin belirlenmesi i¢in
calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda, elektrot mekanizmasi difiizyon kontrolli
oldugu icin, difiizyon katsayisinin belirlenmesinde KA yontemi kullanilmis ve
MOE nin difiizyon katsayisi (2,57+0,09)x10 ®cm?s* olarak hesaplanmistir. Hesaplanan
difiizyon katsayisinin biiytlikliigii, incelenen mekanizmanin diflizyon kontrollii oldugunu
destekler niteliktedir (Brett ve Brett 1994). KK ¢alismalarinda elde edilen sonuglar ise
Esitlikler 2.12 ve 2.13’te kullanilarak yiizey kaplama katsayisi hesaplanmistir. Bu
hesaplamalarm sonucunda yiizey kaplama katsayisi (1,27+0,05)x10** molcm? olarak
bulunmustur. Hesaplanan yilizey kaplama katsayismin olduk¢a kiiclik olmasi da
mekanizmanin  diflizyon Kkontrolli oldugunun bir baska gostergesi olarak

degerlendirilmistir.

4.1.4 PER’in elektrokimyasal davramsi

PER’in ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar1 dontisimli DV,
KDV, KK, KA ve BE yontemleriyle incelenmistir. Yapilan calismalarda PER’inCKE
yiizeyinde elektroaktif olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle, PER’in elektrokimyasal
davranis1 sadece ADCE kullanilarak arastirilmigtir. Bu amagla, oncelikle PER’in pH
10,0°’da BR tamponunda farkli derisimde ¢dozeltileri hazirlanip DV yonteminde

voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.24’te verilmistir. S6z
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konusu  sekilden de  gorildigi  gibi, yaklasik -1,05 V  civarinda
indirgenme/yiikseltgenme pik cifti gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki PER ¢ozeltileri
kullanilarak kaydedilen voltamogramlarda elde edilen yiikseltgenme ve indirgenme pik
akimlarmin PER derisimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil 4.24, i¢ grafik) ve ayni
kosullarda sadece BR c¢ozeltileri kullanilarak alinan Olgiimlerde her hangi bir pikin
gozlenmemesi bu piklerin PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesine ait oldugu

seklinde degerlendirilmistir.
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Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl've gére)

Sekil 4.24 PER’in doniisiimlii voltamogramlari. I¢ grafik: katodik ve anodik pik
akimlarinin PER derigimi ile degisimi(CE: ADCE, v: O,1OOVS*1, pH: 10,0,
Ep: -0,40 V, Eq4: -1,60V, Es: -0,40 V).

DV yonteminde yapilan 6l¢iimlerde hem indirgenme, hem de ylikseltgenme yOniinde
pik gbzlenmesi ve anodik pik akimmin katodik pik akimma oranmnin 1,0 degerine
olduk¢a yakin bulunmasi PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir

olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

PER’in ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davraniginmn ayrintili olarak incelenmesine
yonelik c¢aligmalarda oncelikle DV yonteminde tarama hizinmn pik potansiyeli ve pik
akimmaetkisi incelenmistir. Bunun i¢in, pH’st 10,0’a ayarlanmis 0,2 mM PER
¢ozeltisinin 0,025 Vs ' — 1,000 Vs arasindaki farkli tarama hizlarnda déniisiimlii

voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.25). Tarama hizinin artmasi ile indirgenme ve
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yiikseltgenme piklerinin potansiyelinin degigsmedigi goriilmiistiir. Pik potansiyelinin
tarama hiz1 ile degismemesi, her iki tarama yoniinde de pik gozlenmesi PER’in ADCE

yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir oldugu seklinde yorumlanmustir.

Tarama hizi ile pik akimmnm degisimi i—v, im—Vo, log i,—logo grafikleri gizilerek
incelenmistir (Sekil 4.25).Katodik ve anodik pik akimlarinm tarama hizi ile dogrusal
degistigi, pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile ise degisiminin ise dogrusal
olmadigr  belirlenmistir. Sonu¢  olarak, PER’in  ADCE yiizeyindeki
indirgenme/yiikseltgenmesininadsorpsiyon kontrollii oldugu ve calisma elektrodu ile
PER arasinda gerceklesen elektron aktarimimin elektrot yiizeyinde gergeklestigi
sOylenebilir. Pik akimmin logaritmasi, tarama hizinin logaritmasina karsi grafige
gegirildiginde, elde edilen dogrusal grafigin egiminin katodik pik i¢in 0,99, anaodik pik
icin ise 0,88 olmasi elektrot tepkime mekanizmasinin adsorpsiyon kontrollii oldugunu

desteklemektedir.

(a) i (u4)=0,738+0,004
Ff=0,9996

Blkatodik

Pik ke, s

Alam, nA

logfi, J=0,9910s- 6,13
R2=0,9955

Mo T m

, 2

0,88logt- 6,26
a35e

A7 a3 a0 06 03
Tog (8)
.

Lo

-0.4 -0.6 -0.3 -1,0 -1.2 -14 -1,6
Potansivel, V (Ag/AgCI3IM KCl've gore)

Sekil 4.25 PER’in doniisiimlii voltamogramlarma tarama hzinm etkisi. I¢ grafikler: (a)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizi ile degisimi, (b) katodik ve anodik
pik akimlarinin logaritmasinin tarama hizinin logaritmas: ile degisimi ve (c)
katodik ve anodik pik akimlarinin tarama hizinin karekokii ile degisimi (CE:
ADCE, Cper = 0,30 mM, pH: 10,0, Ey: -0,40 V, Eq: -1,60V, Es: -0,40 V).

PER’in ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde pH’nin pik

akimi ve pik potansiyeline etkisi de incelenmistir. Bunun i¢in, PER derisimi 5,0 uM
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olarak ayarlanan c¢ozeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,4 — 10,2 arasinda

degistirilmis ve KD voltamogramlar1 alimmustir (Sekil 4.26).

Alam, pA

09 11 13 15
Potansivel, V (Ag/AgCU3IM KCl'yve gire)

Sekil 4.26 Sabit PER’in KD voltamogramlarma pH’nin etkisi (Cpgr = 5,0uM, CE:
ADCE)

Sekilden de gortldigii gibi, ilk iki pH degerinde yapilan dlgtimlerde sirasi ile -1,0 V ve
-1,15 V civarlarinda 6n pike benzer bir indirgenme dalgasi gozlenirken ana pik
gozlenmemektedir. pH’nin 4,7 oldugu 6lgiimde ise s6z konusu On pikin potansiyeli
yaklasik 1,20 V degerine kaymakta, bununla birlikte bu 6l¢ctimde yaklasik -1,30 V’ta
ana pik gozlenmektedir. Ayni1 dlgiimler DV’de yapildiginda KDV’de gozlenen 6n pik
tersinmez bir indirgenme olarak gézlenmistir. DV’de gozlenen bu pikin potansiyelinin
artan pH ile daha katodik degerlere dogru kaydigi ve ana pikin gézlendigi pH
degerlerinde bu pikin kayboldugu goriilmiistiir. Sekil 4.24 ve 4.25’te de goriildiigii gibi
ana pik olarak degerlendirilen pik indirgenme/ylikseltgenme pik ciftinden olusmaktadir.
Gozlendigi pH degerlerinde s6z konusu 6n pik ise tersinmez bir davranis sergilemistir.
On pikin parametrelerinin incelenmesine ydnelik ¢aligmalarda pik akiminin ¢ok kiiciik
olmasi, adsorpsiyondan kaynaklanan bir 6n pik olarak mi, yoksa gercek pik olarak mi1
degerlendirileceginin kestirilememis olmasi ve gozlendigi kosullarda pik potansiyelinin
hidrojen asir1 gerilimine oldukga yakin bir potansiyelde gozlenmesi gibi sebeplerden

dolay1 bu pikin parametreleri ile ilgili ayrintili ¢galisma yapilmamigtir. Ana pik olarak
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belirlenen, DV’de derisim ve tarama hiz1 voltamogramlar1 Sekil 4.24 ve 4.25’te verilen
pik 4,7’ye kadarki pH degerlerinde gézlenmemekte, bu pH’dan sonra ise artan pH ile
daha diisiik katodik potansiyellere kaymakta, pH’nin 7’den biiylik olmasi durumunda
ise soz konusu pikin potansiyeli pH ile degismemektedir. Diisiik pH’larda ana pikin
gozlenmemesine gerekce olarak ana pik potansiyelinin hidrojen asir1 gerilimi ile
cakigsmasi olarak kabul edilirse indirgenmenin diisiik pH’larda protonlanmay1 takip eden
elektron aktarimi, yiikksek pH’larda ise elektron aktarimini takip eden protonlanma

seklinde gerceklesecegi onerilebilir.

Mekanizmaya katilan elektron sayisinin belirlenmesi i¢in pH 10,0’dave potansiyelin
—1,35 V’ta sabit tutuldugu kosullarda bulk elektroliz yapilmistir. Yapilan bulk elektroliz
sonucunda elektrolizin pik akiminda ve pik potansiyelinde anlamli bir fark
olusturmadigi gorilmiistiir. Bu sonug; elektroliz siiresince sistemden gegen yiik
indirgenmeye sebep olsa bile, indirgenen tiiriin tekrar yiikseltgenerek baglangig
molekiiline donistiigi seklinde degerlendirilmistir. AE olarak da isimlendirilen,
indirgenme ve yiikseltgenme pik potansiyelleri arasindaki farkin 0 degerine oldukga
yakin olmasibu varsayim desteklemektedir. Buna gore bulk elektroliz siiresince
sistemden gecen ylkiin ne kadarlik miktarinin indirgenme i¢in harcandiginin tespit
edilmesi miimkiin olmamistir. Bundan dolayi, indirgenme olayinda aktarilan elektron
sayisinin hesaplanmasi i¢in adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in Onerilen Esitlik
2.19 kullanilmis ve genis bir tarama hizi araliginda ortalama elektron sayis1 1,89+0,05
(N=20) olarak hesaplanmistir. Verilen doniisiimlii voltamogramlardaindirgenme Ve
yiikseltgenme piklerinin akim ve alan degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu
goriilmektedir. Bu sonug, indirgenme Ve yiikseltgenmemekanizmalarina esit sayida
elektronun aktarildigini, yani elektrot tepkimesinin tersinir mekanizmaya sahip oldugu

varsayimini desteklemektedir.

Buraya kadar yapilan ¢aligmalarin sonuglari toparlanacak olursa, ADCE yiizeyinde
PER’in;

e yiiksek pH’larda gézlenen indirgenmesinin tersinir oldugu,

e diisiik pH’larda 6n pik olarak da tanimlanabilecek, pH ile diizenli sekilde

degisen ve tersinmez olan baska bir pike sahip oldugu ve bu sinyalin pik olarak
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kabul edilmesi durumunda H*/e” (CE) mekanizmasi iizerinden vyiiriiyen bir
mekanizmaya sahip oldugu,
o yiiksek pH’lardaki indirgenmesinde toplam 2 elektronun aktarildigi,
o yiksek pH’lardaki indirgenmesinin ADCE yiizeyinde, adsorpsiyon kontrollii
olarak gergeklestigi,
e vyikksek pH’lardaki indirgenme ve indirgenmenin karsiliginda gergeklesen
yiikseltgenmesinin yaklasik ayn1 potansiyelde gerceklestigi
sonuclarina ulagilmistir. PER’in kimyasal yapisi incelendiginde, yapida birden fazla
indirgenebilecek fonksiyonel grubun bulundugu goriilmektedir. Sadece bu veriler ile
ADCE yilizeyinde hangi fonksiyonel grubun indirgendiginin belirlenmesi oldukca
giictiir. Indirgenmenin hangi fonksiyonel grup iizerinden gergeklestigine 11k tutmak
amaci ile, tez kapsamindaki diger maddeler i¢cin oldugu gibi PER icin de, ayni teorik

hesaplamalar yapilmis ve;

e vyapidaki en biiyiik elektrostatik negatif yiikiin ester oksijeni iizerinde
bulundugu,

e ester oksijeninden sonra en biiyiik negatif elektrostatik yiik merkezinin komsu
azot atomu tarafindan aktiflestirilen karbonil oksijeni iizerinde bulundugu,

e LUMO grubu orbitallerinin bu iki gruptaki oksijen bolgesinde bulundugu,

e HOMO grubu orbitallerinin komsu karbonil gruplar1 tarafindan aktiflestirilen
NH grubu ile halka yapisinda bulunan N atomu iizerinde oldugu

belirlenmistir. Yapilan teorik ¢calismalarin sonuglari kisaca Sekil 4.27°de verilmistir.

Bu sonuglara gore, PER molekiiliinde proton baglama olasilig1i en biiyiik olan iki
alternatif grubun, yapidaki en yiiksek negatif elektrostatik yiike sahip olan bu ester ve
karbonil oksijenleri olmalidir. Protonlanma olayinin esterik oksijen {izerinden yliriimesi
durumunda, elektrot tepkimesinin PER molekiiliiniin aldehit ve alkole doniismesine
sebep olacak sekilde pargalanmasina yol agtigi distiniilmiistiir. Bu pargalanmanin
calismalarin  yapildig1 kosullarda tersinir olamayacagi diisiiniilmektedir. Ester
oksijeninin diisik pH’ya sahip c¢ozeltilerde daha kolay ve etkin bir sekilde
protonlanabilecegi diisiiniildiigiinde 6n pik olarak degerlendirilen ve DV ¢aligmalarinda
tersinmez ve pH’ya bagimli olarak gdzlenen pikin bu par¢alanmaya neden olan elektro-

indirgenmeye ait oldugu disiiniilebilir (Sekil 4.28, 1 numarali mekanizma). Bunun
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yaninda c¢aligmalarda ana pik olarak incelenen pikin ise diger olasi indirgenme

tepkimesi sonucunda olustugu diistiniilmektedir (Sekil 4.28, 2 numarali mekanizma).

Orbital No.__ Obital Encrey
106 —D— 0.07214

105 0.086%92

104 —D—— 0.03724
103 -—D— -0.00139

LUMO

102 —fl]— -0.00814
100 ] -0 o164
100 -0.22712
99 -0.24822
HOMO 98 -0.27340
a7 -0.27904
% -0.28395
95 -0.296%6

*1 Hartree = 1 a.u. = 27.211 ¢V = 2626 kj/mol

Sekil 4.27 Gausian 3.0 yazilim programu kullanilarak PER molekiilii i¢in yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bolgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri

Sekil 4.28 PER molekiillerinin ADCE yiizeyinde gergeklesen elektro indirgenme
tepkimesi i¢in 6nerilen mekanizmalar

Yapilan mekanizma caligmalarindan sonra PER’in ana pik olarak isimlendirilen ve
yiksek pH degerlerinde gozlen pike ait diflizyon katsayis1 ve yiizey kaplama
katsayismin hesaplanmasi i¢in galismalar yapilmistir. Incelenen mekanizmanin

adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolay1 diflizyon katsayismin hesaplanmasinda
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adsorpsiyon kontrolli mekanizmalar i¢in gelistirilen ve valide edilen Esitlik 4.3
kullanilmis ve Sekil 4.25’te voltamogramlar1 verilen tarama hizi araliginda ortalama
difizyon Kkatsayist (8,7+0,5)x10 ®.cm’s ' olarak hesaplanmistir. Yiizey kaplama
katsayisinin  hesaplanmasinda ise Esitlik 2.13 kullamilmig ve Sekil 4.25°te
voltamogramlar1 verilen tarama hizi araliginda ortalama ylizey kaplama katsayisi
(9,3+0,7)x10™° molcm™? olarak hesaplanmustir. Hem difiizyon katsayisinin hem de
yizey kaplama katsayisinin degerleri PER’in ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin
adsorpsiyon kontrollii olarak, yani elektrot yiizeyinde gergeklestigini destekler
niteliktedir.

4.1.5 ZOF’un elektrokimyasal davranmsi

ZOFun ADCE ve CKE yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglar1t DV, KDV, KK,

KA ve BE yontemleriyle incelenmistir.

ZOFun ADCE yizeyindeki elektrokimyasal davranisinin incelenmesine yonelik
calismalarda oncelikle pH 5,7°de, BR tamponunda, farkli derisimlerde ZOF igeren
¢ozeltilerin (—0,20) V—(—1,75) V araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 alimmustir. Bu
voltamogramlarda —0,75 V’de (PI),-1,25 V’de (PII) ve —1,65 V’de (PIII) pikleri
gozlenmigtir. Sekil 4.29°dan da gorildigi gibi PI bdlgesinde goézlenen indirgenme
pikine Kkarsilik gelen bir yiikseltgenme piki varken PII ve PIII bolgeleindeki
indirgenmelere karsilik gelen bir yilikseltgenme piki yoktur. Buna gore PI bdlgesinde
tersinir indirgenme/yiikseltgenme davranis1 goézlenirken, PII ve PIII bolgelerinde
tersinmez indirgenme gozlendigi sdylenebilir. Ayrica, PI bolgesindeki indirgenmede bir

on pik, bu indirgenmeye karsilik gelen yiikseltgenmede ise bir arka pik belirlenmistir.

Tarama hizinin pik akimi ve pik potansiyeline etkisini belirlemek amaciyla pH 5,7°de
0,15 mM ZOF ¢ozeltisinin 0,050 Vs *— 1,000 Vs * arasindaki cesitli tarama hizlarinda
doniislimlii  voltamogramlar1 kaydedilmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.29’da

verilmistir.
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Sekil 4.29 ZOF’un doniisiimlii voltamogramina tarama hizinin etkisi. Tarama hizi ile
pik akimlarin degisimi (a) Pl (b) PII (c) PIlI; tarama hizinin logaritmasi ile
pik akiminin logaritmasin degisimi (d) PI (e) PII (f) Pl (CE: ADCE, Czor
= 0,15 mM, pH: 5,7, Ep: -0,20V, Eq4: -1,70V, Es: -0,20V)

Sekil 4.29°da verilen i¢ grafikler (a, b ve ¢) incelendiginde goézlenen biitiin piklerin
akiminin tarama hizi ile dogrusal degistigi goriilmektedir. Pik akiminin tarama hizi ile
dogrusal degismesi adsorpsiyon kontrollii mekanizmalarin karakteristik 6zelligi
oldugundan (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001) ilk bakista gdzlenen biitiin piklerin
adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar sonucu olustugu varsayimi 6ne ¢ikmakmaktadir.
Ancak ayni tarama hiz1 ¢alismasinda her pik i¢in tarama hizinin logaritmasina karsim,
pik akimmin logaritmasi1 grafige gecirildiginde, ayni seklin i¢inde verilen (d,e ve f)
grafikleri elde edilmistir. S6z konusu i¢ grafiklerde verilen dogrularin egimleri
incelendiginde, PI’deki indirgenme piki i¢in 1,05; buna karsilik gelen ylikseltgenme
piki i¢in isel,27; Pl1’deki indirgenme i¢in 0,47 ve PIII’teki indirgenme piki i¢in ise 0,49
oldugu goriilmiistir. Bu sonucglara gore, PI’deki hem indirgenme hemde
yiikseltgenmenin adsorpsiyon kontrollii, PII ve PIII bolgesindeki piklerin ise diflizyon
kontrollii elektrokimyasal mekanizmalar ile olustugu sonucuna varilabilir. Ayn1 tarama
hiz1 ¢calismasimin verilerinden olusturulan Sekil 4.30°daki grafikler incelendiginde de PI
bolgesindeki piklerin adsorpsiyon kontrollii, PII ve PIII bolgesindeki piklerin ise

diflizyon kontrollii tepkimeler sonucunda olustugu varsayiminidesteklemistir. Ciinkii PI
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piklerinin akim1 tarama hizinin karekoki ile dogrusal olarak degismezken, diger iki pik

icin, pik akimi, tarama hizinin karekokii ile dogrusal olarak degismektedir.
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I Pkatodik inc(LAY 14545+0.25 ' T (MAY= 02548+ 01
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Sekil 4.30 ZOF’un pik akimmin tarama hizinin karekoki ile dgisimi (a) Pl, (b)

PIl ve (c) PIII; (CE: ADCE, Czor = 0,15 mM, pH: 5,7, Ey: -0,20V, Eg: -
1,70V, Eq: - 0,20V)
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Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCl'yve gire)

Sekil 4.31 ZOF’un doniisiimlii voltamogramma tarama hizinin etkisi. I¢ grafikler: (a)
ip—0, log, (b) i,— logv, (€) i,—\v (Czor = 0,05 mM, pH: 5,7, Ep: -0,20V, Eq: -
0,80V, Es: -0,20 V)

ZOF derigimi Sekil 4.29°daki derisimin 1/3’iline diisiiriiliip sade PI bolgesini kapsayacak
sekilde potansiyel taramasi ve tarama hizi ¢alismasi yapildiginda bu bdlgede yiiksek
ZOF derisiminde gozlenen 6n ve arka pikler kaybolmaktir (Sekil 4.31). Buna gore
yiiksek ZOF derisiminde gozlenen 6n ve arka piklerin madde derigiminden kaynaklanan
adsorpsiyon pikleri oldugu soylenebilir. Ayrica yiiksek ZOF derisiminde PI
bolgesindeki indirgenme/yiikseltgenme piki ic¢in belirtilen adsorpsiyon kontrollii

varsayimi bu calisma ile desteklenmistir. Ciinkii yapilan bu tarama hizi ¢alismasinda
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elde dilen grafikler (Sekil 4.31, i¢ grafikler) incelendiginde hem katodik, hem de anodik
pik icin adsorpsiyon kontrollii elektrokimyasal doniisiimlerin pikleri oldugu

sOylenebilir.

Diisiik ZOF derisiminde biitiin pikleri kapsayacak potansiyel araliginda tarama hizi
calismast yapilip sonucu yilkksek derisimde yapilan tarama hizi sonuglar1 ile

karsilastirildiginda;

e Yiiksek ZOF derisiminde yapilan taramalarda PI indirgenmesinin akimmin PII

indirgenmesinin akimina orani 1 degerinden biiylik bulunmakta,

e Diisiik ZOF derisiminde yapilan taramalarda ise birinci sonucun aksine PI
indirgenmesinin akiminin, PII indirgenmesin akimina oran1 1 degerinden kii¢lik

bulunmaktadir.

Bu sonuca gore yiiksek ZOF derisiminde, ADCE yiizeyinin biiyiikk bir kismi yiizeye
adsorbe olan ZOF molekiilleri tarafindan bloke edilmekte ve difiizyon tabakasinda
bulunan molekiillerin az bir kismi elektrot ylizeyine etkin bir sekilde ulasip elektron
aktarimima katilabilmektedir. Bu durumda yiiksek adsorpsiyondan dolay1 adsorpsiyon
kontrollii indirgenmenin akimi, difiizyon kontrollii indirgenmenin akimindan yiiksek
cikmaktadir. Cozeltideki ZOF derisimi azaltildiginda, yiizeye adsorbe olan ZOF
miktariyla birlikte adsorpsiyon sonucu bloke olan yiizey de azalacagindan, diflizyon
tabakasindaki ZOF molekiillerinin daha fazlasi elektrot yiizeyine ulasip elektron
aktarimma katilabileceklerdir. Boylece adsorbe olarak yiizeyde elektron aktaran

maddeden daha yiiksek akim olusturabilecektir.

PI, PII ve PII bolgelerinde gozlenen piklerin potansiyeli tarama hizi ile
degismemektedir. Bu davranis ters taramada ylikseltgenme piki veren PI bdlgesi i¢in
beklenen ancak ters taramada ylikseltgenme piki vermedigi i¢in tersinmez mekanizma
olarak tahmin edilen PII ve PIII pikleri i¢in beklenenin disinda bir davranigtir. Yiizeye
adsorbe olan madde ile difiizyon tabakasinda bulunan ZOF molekiillerinin etkilesiminin

bdyle bir sonuca sebep oldugu diisiiniilmektedir.
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ZOFun ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranigmin incelenmesinde pH’nin da
pik parametrelerine etkisi incelenmistir. Bu amagla ZOF derisimi 10,0 pM olan
cozeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,50 — 10,7 arasinda degistirilmis ve kare

dalga voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.32)
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Potansiyel, V (Ag/AgCI3AMKCl'ye gore)

Sekil 432 ZOF’un KD voltamogramlarma pH’nin etkisi. I¢c garfikler pik
potansiyeli—pH grafigi (a) PI, (b) Pl (Czor= 10uM)

Sekil 4.32°den de goriildiigii gibi, PI ve PII pikleri ¢aligmalarin yapildig: biitiin pH
degerlerinde gozlenmektedir. Bunun yaninda PI ve PII indirgenme pik potansiyellerinin
birim pH artigina karsilik 56 mV daha katodik degere kaydigi belirlenmistir. Buna gore
PI ve PII indirgenmelerinde elektron aktarimindan 6nce protonlanma basamaginin
olmas1 gerektigi sOylenebilir. Sekil 4.32’de PI ve PII icin verilen i¢ grafiklerin
egimlerinden ve Esitlik 4.1°den her iki indirgenmede aktarilan elektron sayis1 kadar
protonun mekanizmada yer aldgi belirlenmistir. Yapilan pH c¢alismasinda pH’nin
5,7’den daha kiigiik olmas1 durumunda PIII indirgenme piki gozlenmemektedir. Bunun

sebebi ile ilgili iki olas1 agiklamanin yapilabilecegi diistiniilmiistiir:

e PIII indirgenmesinin gerceklestigi elektroaktif merkez pH’nin 5,7°den kiigiik

olmas1 durumunda elektroaktifligini yitirmektedir
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e Indirgenme potansiyelinin hidrojen asir1 geriliminden dolyr ¢alisma

elektrodunun potansiyel smirlar1 diginda kalmaktadir

Bu durumlardan hangisinin gegerli oldugu kolaylikla agiklanamamkla birlikte, ikinci
durum daha olast goriilmektedir. Ciinkii civa ylizeyinde ortamdaki hidronyum
iyonlarmnm indirgenip hidrojen gazina doniismesine eslik eden ’hidrojen asir1 gerilim’’
pH’ya gore oldukea fazla degismekte ve diisiik pH’larda -1,15 V’a kadar inebilmektedir
(Bard ve Faulkner 2001). Boyle bir durumda hidrojen asir1 gerilimi gézlenen piklerin

akimmi 6rtmekte ve gdzlenmesini engellemektedir.

Her bir indirgenme bdlgesinde aktarilan elektron sayismin belirlenmesi i¢in, pH 5,7°de
- 0,85V, — 1,55V ve — 1,75 V potansiyellerde li¢ ayr1 bulk elektroliz yapilmistir.
Yapilan elektrolizler sonucunda sadece PII indirgenme piki kaybolurken diger piklerin
akim ve potansiyel degerlerinde elektroliz ile bir degisme gézlenmemistir. Bu sonug Pl
bolgesindeki piklerin anodik ve katodik potansiyelleri ayni oldugundan, indirgenme-
yiikseltgenme dongiisii olusturduklar1 seklinde degerlendirilmistir. ikinci ve iigiincii
hiicrelerde yapilan elektroliz ¢alismalarmin PII bolgesindeki pikte degisiklikler
meydana getirmesi bu pikin olusumunda aktarilan elektron sayisinin hesaplanmasi i¢in
yeterli degildir. Ciinkii bu elektroliz ¢alismalarinda sistemden gecen yiik sadece PII
bolgesindeki indirgenme i¢in degil ikincisinde PI ve PII bolgesindeki indirgenmeler
icin, t¢linciisiinde ise PI, PII ve PIII bolgelerindeki indirgenmeler igin harcanmuistir.
Yapilan elektroliz caligmalarinda her ii¢ elektroliz sliresince de sistemden gegen yiik
miktarlar1 izlenmis, — 1,55 V’deki hiicreden,— 0,85 V’deki hiicreden gecen yiikiin
yaklasik 2 katmin gectigi, — 1,75 V’deki hiicreden ise — 0,85 V’deki hiicreden gecen
yiikilin yaklasik 2,5 kat1 kadar yiikiin gectigi belirlenmistir. Buna gore ilk iki hiicredeki
PI ve PII indirgenmesinde esit sayida, PIII indirgenmesinde ise PI ve PII’dekinin yaris1
kadar elektron aktarilmis olmalidir seklinde bir degerlendirme yapilmistir. Pl igin,
elektrokimyasal doniisim adsorpsiyon kontrollii oldugundan, aktarilan elektron
sayisiEsitlik 2.19 kullanilarak hesaplanmis (2,13+£0,15) olarak hesaplanmistir. Bu
hesaplama sonucunda PI bdlgesindeki elektrokimyasal doniisiim ig¢in 2 elektronun
aktarildigi, bulk elektroliz sonucunda bulunan yiik oranlar1 bu sonug ile birlikte
degerlendirildiginde PII icin 2, PII i¢in 1 elektronun aktarilmas1 gerektigi

hesaplanmuigtir.
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Yukaridaki sonuglara gére ADCE yiizeyinde ZOF un;

e bir tersinir, iki tersinmez indirgenme pikine sahip oldugu,

e tersinir indirgenmesinin adsorpsiyon kontrollii, tersinmez indirgenmelerinin ise
diftizyon kontrollii oldugu,

e tersinir indirgenmesinde, pik potansiyelleri arasindaki farkin yaklasik 0 oldugu
(AE=0),

e her ii¢c indirgenmesinde de protonun yer aldig1 ve indirgenmelerinin H'/e” (CE)
mekanizmasi tizerinden yiiridigu,

e ilk iki indirgenmesinde toplam 2’ser, son indirgenmesinde ise 1 elektronun
aktarildigi,

belirlenmistir.

ZOF’un molekiil yapis1 incelendiginde, yapida birden fazla olsa da indirgenebilecek
karbonil gruplarmin var oldugu goriilmektedir. Yapilacak mekanizma onerisinde olasi
indirgenmelerin desteklenmesi amaciyla ZOF i¢in teorik hesaplamalar yapilmis ve;

e yapidaki en biiyiik elektrostatik negatif ylikiin, komsu azot atomu tarafindan
aktiflestirilen karbonil oksijeni lizerinde toplandigi,

e bu karbonil oksijeninden sonra en biiyiik negatif elektrostatik yiik merkezinin
komsu kiikiirt atomu ve fenil grubu tarafindan aktiflestirilen karbonil oksijeni
iizerinde bulundugu,

e LUMO grubu orbitallerinin bu iki karbonil gruplarinda toplandigi,

e HOMO grubu orbitallerinin komsu fenil grubu tarafindan aktiflestirilen kiikiirt
atomu lizerinde kiimelendigi

belirlenmistir (Sekil 4.33).

Pl ve PII indirgenmelerinde elektron aktarimindan 6nce protonlanma basamagmin
gerceklesmesi gerektigi belirtilmisti. Buna gore, molekiiliin elektrostatik potansiyelinin
en fazla negatif potansiyele sahip oldugu merkezin protonlanacagi, protonlanma
basamagini, Yyeterli negatif potansiyele sahip olan elektrottan elektronlarin
aktarilmasmin takip edecegi bir mekanizmanin Onerilmesinin uygun olacagi
diistiniilmiistiir. Buna gére PI’in en negatif elektrostatik potansiyele sahip karbonil

grubunun, PlI’nin ise, diger karbonil grubunun indirgenmesi sonucu olusacagi
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diistiniilmektedir. PI11’tin ise ZOF molekiillerinin kendi indirgenmesinden degil, yiizeye
adsorbe olan ZOF molekiillerinin  katalizorliiginde  gergeklesen  hidrojen
indirgenmesinin (katalitik hidrojen) {iriinii olmas1 gerektigi diistiniilmektedir. Biitiin bu
verilerin 1518inda Sekil 4.34°te verilen indirgenme mekanizmalarinin 6nerilmesi uygun

bulunmustur.

Yapilan mekanizma aydinlatma g¢aligmalarindan sonra gozlenen piklere ait diflizyon
katsayis1 ve ylizey kaplama katsaymm belirlenmesi i¢in hesaplamalar yapilmis ve
Esitlik 4.3 kullanilarak PI bolgesindeki pik i¢in ortalama diflizyon katsayisi
(4,3+0,2)x10°° cm’s* olarak bulunmustur. Aym parametre PII bdlgesindeki indirgenme
piki icin ise, Esitlik 2.10 ve 2.21’in kullanilmastyla (2,1+0,1)x10~" cm?s ™ degeri elde
edilmistir. PIII icin Esitlik 4.3°ten hesaplanan ortalama diflizyon katsayis1 (1,5+0,2)x10~
Sem?s™dir. PI igin KK ve DV yontemleriyle hesaplananyiizey kaplama katsayisi
(7,8i0,2)><10710 molcm™, PII ve PIII igin KK verileriyle hesaplanan yiizey kaplama
katsayilar1 ve sirasiyla (4,8+0,3)x10 molem 2ve (1,1+0,1)x10™* molecm? olarak
bulunmustur. Pik bolgeleri i¢cin hesaplanan diflizyon katsayilar1 ve yiizey kaplama
katsayilarinin degerleri, PI bolgesindeki elektrokimyasal doniisiimiin adsorpsiyon, PII
ve PIII bolgelerindeki doniistimlerin ise diflizyon kontrollii olarak gergeklestiklerini

destekler niteliktedir.
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Orbital Energy

Orbital No. (Hartree*)

113 E— ~0.02033

118 E— ~0.02115

117 E— ~0.02763

116 E— ~0.02911

LUMO 115 E— —0.04226
114 —D— ~0.05380

113 -0.22576

112 ~0.25214

HOMO 111 ~0.25633
110 ~0.26388

109 026871

108 —0.27084

*]1 Hartree = 1 a.u. = 27.211 eV = 2626 kj/mol

Sekil 4.33 Gausian 3.0 yazilim programu kullanilarak ZOF molekiilii ig¢in yapilan
molekiiler orbital analizi, bu analiz ile belirlenen HOMO-LUMO bélgeleri
ve bu orbitallerin bagil enerji degerleri
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Y == Y 4=
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Sekil 4.34 ZOF molekiillerinin ADCE yiizeyinde gergeklesen elektro-indirgenme
tepkimeleri i¢in 6nerilen mekanizma

ZOFun ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davraniginin incelenmesine yonelik
yapilan ¢aligmalardan sonra, s6z konusu molekiiliin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal
davranisinin incelenmesine yonelik calismalar yapilmistir. Bu amacgla, ZOF’un pH
5,0’da BR tamponunda, farkli derisimlerde hazirlanan ¢ézeltilerinin 0,60 V- 1,30V

araliginda doniislimlii voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.35te
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verilmigtir. Sekil 4.35’ten de goriildiigii gibi, yaklagik 1,10 V civarinda bir
yiikseltgenme piki gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki ZOF ¢ozeltileri kullanilarak
alinan voltamogramlardaki pik akiminin ZOF derigimi ile dogrusal olarak artmasi (Sekil
4.35, i¢ grafik) s6z konusu pikin ZOF’un CKE yiizeyindeki ylikseltgenmesine ait
oldugu sonucunu dogurmustur. Bu voltamogramlarda her hangi bir indirgenme pikinin
gozlenmemesi, ZOF’un CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini

distiindiirmistiir.

Potansivel, V (Ag/AgCLU3NM KCl've gore)
13 12 1,1 1,0 0.9 0.8 0,7 0,6

04

09

Alam, pA

14 |

19

Sekil 4.35 Farkli derisimlerde ZOF igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlar1 (i¢
grafik: anodik pik akimmin ZOF derisimi ile degisimi, CE: CKE, V:
0,100Vs™, pH: 5,0, Ep: 0,60 V, Eq: 1,30V, Es: 0,60V).

CKE yiizeyindeelektrokimyasal olarak aktif oldugu belirlenen ZOF’un bu calisma
elektrodu yilizeyindeki elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk
olarak DV yonteminde tarama hizi1 g¢aligmasi yapilmis ve tarama hizinin pik
parametrelerine etkisi incelenmistir. Tarama hizi ¢aligmasi i¢in, pH’s1 5,0’a ayarlanmas,
0,56 mM ZOF ¢ozeltisinin 0,100 Vs 1,000 Vs araligindaki cesitli tarama hizlarinda
doniisiimlii voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.36). Bu calismada tarama hizi arttikga
yiikseltgenme pik potansiyelinin daha anodik degerlere (daha yliksek potansiyellere)
kaydig1 belirlenmistir. Pik potansiyelinin artan tarama hizi ile daha anodik degerlere

kaymasi, herhangi bir indirgenme pikinin = gbézlenmemesi ile  birlikte
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degerlendirildiginde, ZOFun CKE yiizeyindeki ylikseltgenmesinin tersinmez oldugu
sonucuna varilmistir. Yapilan tarama hizi ¢aligmasinda, tarama hizinin pik potansiyeline
etkisini degerlendirmek icin, tarama hizinin logaritmasina karsi pik potansiyelinin
grafigi cizilmis ve bu grafikte pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile Ey(V) =
0,075 log V + 1,15 (R? = 0,9991) esitligine uyacak sekilde degistigi belirlenmistir (Sekil
4.36, i¢ garafik a). Olusturulan bu grafikte elde edilen egim degeri, Esitlik 4.2°de
kullanildiginda, anodik yiik aktarim katsayisi olan f ile mekanizmada aktarilan elektron
sayismin (n) carpimi (fn) 1,26 olarak hesaplanmistir. Ayni ¢arpim degeri, doniisiimli
voltametri yonteminde yapilan tarama hizi ¢alismasinda elde edilen voltamogramlardaki
pik potansiyeli ile yar1 pik potansiyeli arasindaki farkin Esitlik 2.20°de kullanilmasi ile
1,08 olarak hesaplanmistir. Bu parametre ayrica, kare dalga voltametrisi yonteminde
yapilan frekans caligmasidan ise 1,18 olarak hesaplanmistir. Yiik aktarim katsayisinin
0 ile 1 arasinda deger alabilecegi ve bu parametrenin degerinin bir¢ok elektrot icin 0,5
oldugu distniildiigiinde, ZOF’un CKE ylizeyindeki yiikseltgenmesine 2 elektronun
katildig1 sOylenebilir. Mekanizmada aktarilan elektron sayis1 2 olarak kabul edilirse,
yiik aktarim katsayisinin ortalama degeri 0,58 civarinda bulunur ki; bu, yiikseltgenme
mekanizmasinda olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin tepkime koordinatina gore
simetri merkezinde degil, simetri merkezine gore biraz daha iirlinler tarafinda yer aldigi

anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.36 Sabit derisimde ZOF igeren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alinan  doniiglimli  voltamogramlar (i¢ grafikler: (a) anodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmas: ile degisimi, (b) anodik pik
akimimin tarama hizi ile degisimi, (C) anodik pik akiminin logaritmasmin
tarama hizinin logaritmasi ile degisimi ve (d) anodik pik akiminin tarama
hizinin karekokii ile degisimi, CE: CKE, Czor = 0,56 mM, pH: 5,0).

Tarama hizimin pik potansiyeline etkinin yaninda pik akimina da etkisi incelenmistir. Bu
incelemede, pik akimimin tarama hizi ile dogrusal degistigi (Sekil 4.36, i¢ grafik b) ve
pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin logaritmasi ile dogrusal degistigini gosteren
dogrunun egiminin 0,98 oldugu (Sekil 4.36, i¢ grafik c) belirlenmistir. Diger bir
calismada ise, pik akimmin tarama hizinin karekokii ile dogrusal degismedigi (Sekil
4.36, i¢ grafik d) saptanmustir. Tarama hizinin pik akimma etkisini ifade eden biitiin
incelemeler birlikte degerlendirildiginde, ZOF un CKE ylizeyindeki yiikseltgenmesinin,

adsorpsiyon kontrollii olarak elektrot yiizeyinde gerceklestirildigi sonucu ¢ikarilmistir.

ZOF molekiillerinin CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranigina pH’nin etkisi de
incelenmistir. Bunun i¢in, ZOF derisimi 4,0 mM olan ¢ozeltilerin pH’s1 BR tamponu
kullanilarak 1,0 ile 12,0 arasinda degistirilmis ve bu c¢ozeltilerin doniisiimlii
voltamogramlar1 alimistir (Sekil 4.37). Yapilan bu ¢alismada ZOF’un yiikseltgenme
piki pH’nin 1,0 ile 7,0 arasinda oldugu durumlarda gozlenmis, daha yiliksek pH’ya sahip

cozeltiler kullanilarak yapilan c¢aligmalarda yiikseltgenme piki gdzlenmemistir.
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Incelenmekte olan pikin pH’nin 7,0’1n altinda olmasi durumunda gdzlenmesi ilk bakista
mekanizmada elektron aktarimindan Once bir protonlanma basamaginin olmasi
gerektigini akla getirmigtir. Ancak; bu gozlem, hem yiikseltgenme davraniginin
inceleniyor olmasi, hem de artan pH ile yiikseltgenme pik potansiyelinin daha kiiciik
potansiyellere kaymasi (Sekil 4.37) ile birlestirildiginde, proton kaybederek
deprotonasyona ugrayan tiiriin protonlanan tiire gore daha kolay elektron vererek

yiikseltgendigi seklinde degerlendirilmistir.

Pik potansiyelinde pH ile gozlenen kaymanm, pH’nin 1,0 ile 7,0 arasindaki degerlerinde
dogrusal oldugu ve pik potansiyelinin pH ile E,(V) = -0,052pH + 1,36 esitligine uyacak
sekilde degistigi belirlenmistir (Sekil 4.37, i¢ grafik). Elde edilen bu dogrunun egim
degeri Esitlik 4.1°de kullanildiginda elektrokimyasal mekanizmaya esit sayida elektron

ve protonun katildig1 belirlenmistir.

Elektrokimyasal basamakta aktarilan elektron sayisinim hesaplanmasi i¢in pH degerinin
5,0’da sabit tutuldugu ZOF ¢ozeltisi 1,30 V’de, Boliim 3.10°da anlatildig1 gibi sabit
potansiyel altinda elektroliz edilmis ve bu elektroliz isleminde sistemden gecen net yiik
degeri Esitlik 2.11°de kullanilarak elektroyiikseltgenme basamaginda ortalama 2

elektronun transfer edildigi hesaplanmustir.

ZOFun CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi ile ilgili bu noktaya kadar elde
edilen sonuglar birlestirildiginde, CKE yiizeyinde ZOF un;

e yiikseltgenmesinin tersinmez olduguna,

e yiikseltgenmesinin H* / " (CE) mekanizmasi iizerinden yiiriidiigiine,

o yiikseltgenme tepkimesine katilan elektron ve proton sayisinin esit olduguna,

e yiikseltgenmesinin toplam 2e/2H" aktarimi ile gerceklestigine,

e yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii olacak sekilde elektrot yiizeyinde

gerceklestigine

Karar verilmistir.
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Sekil 4.37 Sabit derisimde ZOF igeren c¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
doniigiimli voltamogramlari, (i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi,
Czor =4 mM, CE: CKE)

ZOFun molekiil formiilii incelendiginde, yiikseltgenebilecek grup olarak, kiikiirt
atomlarinin bulundugu merkezler ve fenil halkalarindan baska fonksiyonel grubun
olmadig1r goriilmektedir. Bu gruplardan hangisinin ylikseltgenecegine, kiikiirt
gruplarinin yiikseltgenmesi durumunda hangi kiikiirt grubunun yiikseltgendigine 151k
tutacagl diisiiniilen teorik hesaplamalar yapilmistir. Yapilan bu hesaplamalarin 6zeti
ZOF’un ADCE yiizeyindeki indirgenme mekanizmasinin anlatildig1 kisimda verilmisti
(Sekil 4.33). Buna gore ZOFun HOMO olarak isimlendirilen en yiiksek enerjili dolu
molekiiler orbitalinin komsu fenil grubu tarafindan aktiflestirilen kiikiirt atomu tlizerinde
oldugu belirlenmisti (Sekil 4.33). Yapilan elektrokimyasal ¢aligmalarin sonuglari, teorik
hesaplamalarin sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde, ZOF un CKE yiizeyindeki
yiikseltgenme mekanizmasmin Sekil 4.38 verildigi sekilde Onerilmesi uygun

bulunmustur.
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Sekil 4.38 ZOF molekiillerinin CKE ylizeyinde gergeklesen elektro ylikseltgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

Yapilan mekanizma aydinlatma c¢alismalarindan sonra ZOF i¢in CKE yiizeyinde,
difiizyon katsayis1 ve ylizey kaplama katsayisi belirleme c¢aligsmalar1 yapilmistir.
Incelenen mekanizmanin adsorpsiyon kontrollii olmasindan dolayr difilizyon
katsayisinin hesaplanmasinda adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in gelistirilen ve
valide edilen Esitlik 4.3 kullanilmis ve Sekil 4.36’da voltamogramlar1 verilen tarama
hizi arahgmnda ortalama difiizyon katsayisi  (1,2+0,06)x10° cm?s™*  olarak
hesaplanmistir. Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasinda ise Esitlik 2.13
kullanilmis ve Sekil 4.36’da voltamogramlar1 verilen tarama hizi araliginda ortalama
yiizey kaplama katsayisi (7,3ﬂ:0,5)><10710 molcm ™ olarak hesaplanmistir. Hem difiizyon
katsayisinin hem de ylizey kaplama katsayisinin degerleri ZOF un CKE ylizeyindeki
yiikseltgenmesinin adsorpsiyon kontrollii olarak, yani elektrot ylizeyinde gerceklestigini

destekler niteliktedir.

4.2 Voltametrik Tayin Yontemi Gelistirme

Bu tez kapsaminda incelenen ilag etken maddelerinin elektrokimyasal davranisleriyla
ilgili veriler, s6z konusu HKA, INDA, MOE, PER ve ZOF olarak sembolize edilen ilag
etken maddelerinin nicel tayini i¢in voltametrik yOntem gelistirilebilecegini
gostermistir. Voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda, bu maddelere ait iyi
tanimlanmis piklerden ve Boliim 4.1°de belirlenen optimum deneysel kosullardan
yararlanilmistir. Bu nedenle, bu boliimde sadece cihaz parametrelerinin ve secilen
voltametrik yonteme 0zgii parametrelerin optimizasyonu yapilmis ve her etken madde
icin, tek basmna ve/veya uygun karigimlari i¢in voltametrik yontem gelistirilmistir.

Gelistirilen her bir yontemin ilaglarin kalite kontroliine uygulanabilirligi ile s6z konusu
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maddelerin serum ve/veya idrarda tayinine uygunlugu test edilmistir. Son olarak,
gelistirilen yontemler, Boliim 3.12°de belirtilen validasyon parametreleri incelenerek
valide edilmis ve bunlarin hem kendi aralarinda hem de mevcut yontemlerle istatistiksel

olarak karsilastirilmasi yapilmistir.

Asagida her bir ila¢ etken maddesi i¢in gelistirilen yontemler ve sonuglari ayrmtili

olarak irdelenmistir.

4.2.1 HKA tayini icin voltametrik yontemler

Boliim 4.1.1°de elektrokimyasal davranisi incelenen HKA nin pH 5,0’da en ytiksek pik
akimi olusturacak sekilde yiikseltgenme piki verdigi ve bu pikin akimmin HKA derisimi
ile dogrusal olarak degistigi (Sekil 4.1) belirlenmisti. Bundan yararlanarak, HKA’ nin
nicel tayini i¢in diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare dalga voltametri (KDV)
yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yontem gelistirme
calismalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan ve adsorptif siyirma
modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu c¢alismalarda, uygun
derisimde HKA ¢ozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu

yapilmis ve belirlenen optimum parametreler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1°de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin ¢esitli
derisimlerde = HKA  igeren ¢Ozeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.39 — 4.42°de verilmistir. Bu
voltamogramlardaki g¢esitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Cizelge 4.1 CKE yiizeyinde HKA analizine yonelik yapilan voltametrik ¢caligmalar i¢in
belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV | DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V 0,300 | 0,300 0,300 0,300
Bitis potansiyeli, V 1,100 | 1,100 1,100 1,100
Pik Potansiyeli, V 0,720 | 0,725 0,780 0,770
Tarama hizi, V/s 0,005 | 0,050 0,005 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,050 0,065 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 | 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 50 50 50 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,40 0,40
Biriktirme siiresi, s - - 120 120
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Potansiyel, V (Ag/AgCL/AM KCl'ye giire)
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Sekil 4.39 HKA’nin farkli derigsimlerdeki DPV voltamogramlari (i¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansivel. V (Ag/AgCI3M KCl'ye giire)
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Sekil 440 HKA’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlari (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3MKCl'ye gire)
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Sekil 4.41 HKA’nin farkl derisimlerdeki DPAAASV voltamogramlar: (i¢ grafik: HKA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Epir.: 0,4 V, tyir: 120 )

Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.42 HKA’nin farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlar: (ig grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Epj.: 0,4 V, tyir: 120 5)

HKA tayini i¢in CKE kullanilarak yapilan yontem gelistirme ¢aligmalarinda elde edilen
kalibrasyon verilerinin en kii¢iik kareler yontemiyle degerlendirilmesi ile bazi

validasyon parametreleri belirlenmis ve bu parametreler Cizelge 4.2’de tablolanmistir.
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Cizelge 4.2 CKE kullanilarak HKA analizi igin gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Validasyon Parametresi DPV KDV DPAAASV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahgi, molL™? 4’0X10j 4’0X10:j 230)(10:: 270)(10::
2,5x10 2,5x10 2,5x10 2,5x10
Regresyon esitliginin egimi(m), ALmol™ 0,040 0,093 0,161 0,322
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 1,17x10°° | 3,03x10°® | 1,44x10°® 2,69x107°
Regresyon standart sapmasi (S;), A 3,35x107 | 7,1x1077 9,17x10°° 2,07x10°°
Egimin standart sapmasi (Sy), ALmol™ 0,0014 0,0029 0,0037 0,0084
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 2,01x10°% | 4,26x10°% | 5,29x10°° 1,19x10°°
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 1,52x10°° | 1,37x10° | 9,84x10° | 1,11x10°8
Alt tayin s (LOQ) molL™ 5,05x10°° | 4,57x10°° | 3,28x10°® | 3,72x10°8
Regresyon katsayisi (R%) 0,9919 0,9927 0,9963 0,9953
Giin i¢ci akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 6,42 7,02 6,48 8,02
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 8,56 9,17 8,75 9,65
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 1,23 1,85 2,01 2,78
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 2,13 2,84 3,05 3,12

*Ayni ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin
**Aym ¢ozelti kullamlarak 5 farkly giinde yapilan 5 6l¢giim degeri icin

HKA i¢in, voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin HKA derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisimm (R?) 0,99°dan bityiik oldugu,

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de HKA tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarmnin ayni
ve 4,0x10° M (1,19ug mL ™) —2,5x10* M (74,38 pg mL™) oldugu,

e adsorptif styrma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araligimda dogrusal ve dogrusal cahisma araligmmn 2,0x10° M
(5,95 ng mL™) — 2,5x10° M (743,8 ng mL ™) oldugu,

e hem dogrudan voltametrik yontemlerde hem de adsorptif siyirma voltametri
yontemlerinde, kara dalga voltametri yonteminin diferansiyel pulsa gore

yaklagsik 2 kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 puM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi, goreceli olarak daha yiiksek derigimlerde
HKA igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda HKA igeren biyolojik
orneklerde ise adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e HKA igin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 0,04-2,00 pgmL™'
(1,34x10" M — 6,68x10°M) oldugu (Schulz ve Schmoldt 2003) gdz 6niine
alindiginda gelistirilen voltametrik yontemlerin serumda HKA tayinine

uygulanabilecegidiisiiniilmiistiir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda HKA tayini yapilmistir. Tayin calismasinda kullanilan
numune ¢oOzeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin  ilgili yOntemler kullanilarak voltamogramlar1 almmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.43 — 4.46°da verilmistir.

Analitik uygulamalarin tamami toplam hacmi 10,0 mL’ye tamamlanan elektrokimyasal
hiicrelerde gerceklestirilmistir ve uygulamalarla ilgili tiim voltamogramlarda bazi
kisaltmalar bulunmaktadir. Bu kisaltmalarin agiklamalar1 asagida yapilmis olup diger

ilag etken maddelerin tayin yontemleri i¢in de gegerlidir:

Sadece serum + BR: 1,0 mL serum toplam hacmi 10,0 mL olacak sekilde optimum pH
kosullarindaki BR ile karistirilmistir.

Sadece idrar + BR:1,0 mL idrar toplam hacmi 10,0 mL olacak sekilde optimum pH
kosullarindaki BR ile karistirilmistir.

Serum + BR + 10,1 uM HKA: Optimum kosullardaki BR iizerine HKA derisimi 10,1
UM olacak sekilde serum-tablet ¢ozeltisi karigimindaneklenmistir.

Idrar + BR + 10,1 uM HKA: Optimum kosullardaki BR {izerine HKA derigimi 10,1 uM
olacak sekilde idrar-tablet ¢ozeltisi karisimindan eklenmistir.

BR + 17,6 uM HKA: Optimum kosullardaki BR tizerine HKA derisimi 17,6 uM olacak
sekilde daha standart HKA ¢6zeltisinden eklenmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCUAM KCl've gare)
1.1 1,0 09 03 0,7 0.6 0.5 0.4

Alam, pA

CEE
DPY
a) Sadece Serum + BR

b) Sadece idrar + BR

¢) Serum + BR + 10,1 pA HEA
d) idrar + BR + 10,1 pM HEA
) BR + 17,6 pM HECA

) Serum + BR + 25,2 uM HEA
) fdrar + BR +25,2 pM HEA

12

Sekil 4.43 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari

Potansiyel, V (Ag/AgCl/AM KC1've gire)
11 1.0 09 0.8 0,7 0.6 0.5 04

E
£ 14
2
= CKE
KDV
21 a) Sadece Serum + BR
b) Sadece fdrar + BR

¢) Serum + BR + 10,1 ph HEA
d) fdrar + BR + 10,1 pM HEA

28 r €) BR +13,6 uh HKA
£ Serum + BR +25,2 p0 HKA
g) idrar + BR + 25,2 pM HEA
15

Sekil 4.44 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda Cesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
11 1.0 09 0.8 0,7 0,6 0.5 0.4

80 -

160

240 /
74
320 / ’\

400

Alam, nA
[x]

CKE
DPAAISY

a) Serum + BR + 0,202 pM HKA
b) fdrar + BR +0,202 pM HEA
¢y BR +0,352 uM HEA

d) Serum + BR + 0,503 p HECA
&) Idrar + BR + 0,503 pM HKA

Sekil 4.45 HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSV voltamogramlari

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
1,1 1,0 0,9 0.8 0,7 0,6 05 04

160 -

320

480 7/
640 /

800

Alam, nA

CKE
KDAASY

a) Serum + BR +0,202 pM HEA

b) fdrar + BR +0,202 nM HKA

) BR + 0,352 pM HEA

dy Serum + BR +0,503 pM HKA

¢) idrar + BE + 0,503 pM HEA

Sekil 4.46 HKA tayini icin yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
KDAAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde HKA nin
yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akiminin HKA derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda HKA tayini i¢in voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.2’de verilen dogrusal ¢aliyma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda HKA tayini i¢in DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisliniilebilir. Ancak, bu c¢alismada ilaglarda HKA tayini

icin gelistirilen dort yontem de kullanilmistr.
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Ilaglarda, serumda ve idrarda HKA tayini icin hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢cok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

HKA tayini i¢in oncelikle Sekil 4.38 —4.41°de verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle HKA derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.3 — 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Tabletlerde HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 12,5 10,71; 11,11; 11,75; 12,19; 12,63 93,4+7,7 6,7
KDV 12,5 10,88; 11,38; 12,25; 13,13, 13,50 97,8 £11,1 91

DPAADSV 12,5 10,63; 12,13; 12,50; 13,06; 13,44 98,8 +£10,8 8,8
KDAAdSV 12,5 11,00; 12,25; 12,50, 12,88; 13,25 99,0 +8,5 6,9

“ortalama + ts\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.4 idrarda HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 30,0 28,88; 29,33; 30,07; 31,26; 32,75 101,5 £6,5 51
DPV II 75,0 72,75; 73,88; 75,75; 78,80; 82,13 102,2 £6,3 4,9
KDV I 30,0 27,44, 27,87, 29,15; 30,58; 31,16 97,5 +6,8 5,6
KDV 11 75,0 72,06; 73,13; 76,50; 80,25; 81,75 102,3 £7,1 5,6
DPAADSV I 0,60 0,58; 0,59; 0,60; 0,62; 0,65 101,5 £5,1 4,0
DPAADSV II 1,50 1,47;1,49; 1,52; 1,58; 1,63 102,5 +£5,3 4,2
KDAAdSV | 0,60 0,57; 0,58; 0,61; 0,62; 0,66 101,5 +£6,7 53
KDAAdSV I 1,50 1,41;1,47; 1,53; 1,57; 1,65 101,6 £7,7 6,1

“ortalama + 1NN, %95 giiven seviyesinde = Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.5 Serumda HKA analizine ait sonuglar.

Yontem® Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 30,0 27,75; 28,15; 30,05; 31,02; 33,35 100,2 £9,4 7,6
DPV 11 75,0 67,88, 68,38; 74,38; 80,01; 82,50 99,5 £10,9 8,9
KDV I 30,0 26,58; 26,70; 27,61, 28,98; 31,50 94,2 +8,5 7,2
KDV II 75,0 66,75; 70,05; 76,93; 78,48; 81,00 99,5 49,9 8,0

DPAADSV | 0,60 0,52; 0,54; 0,60; 0,63; 0,65 98,2 £11,7 9,6
DPAADSV I 1,50 1,30; 1,45; 1,56; 1,59; 1,66 100,7 11,5 9,2
KDAAdSV | 0,60 0,52, 0,58; 0,62; 0,62; 0,66 100,2 £10,9 8,8
KDAAdSV I 1,50 1,30; 1,40; 1,50; 1,57; 1,60 98,2 +10,2 8,4

“ortalama + 1s\N, %95 giiven seviyesinde ~Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.3’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10’dan daha kiigik BSS ile % 93,4—% 99 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda HKA tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4’teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda HKA tayini i¢in kullanilabileceginin gdstergesidir.

Serumda HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.5’te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir dnderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli
kesinlik ile HKA’nin tayin edilebileceginin gostergesidir.
Bu sonugclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.
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4.2.2 INDA tayini icin voltametrik yontemler

Bolim 4.1.2°de ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen
INDA’nin ADCE yiizeyinde pH 4,8’de en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme piki verdigi ve bu pikin akimmm INDA derisimi ile dogrusal olarak
degistigi (Sekil 4.7) belirlenmisti. Bundan yararlanarak, ADCE’de INDA’nm nicel
tayini i¢cin DPV ve KDVyontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi
distiniilmiistiir. Yontem gelistirme c¢alismalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin
dogrudan ve adsorptif siyrma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem
gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda, uygun derisimde INDA ¢6zeltileri kullanilarak yontem

ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 ADCE yiizeyinde INDA analizine ydnelik yapilan voltametrik calismalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPKAdSV KDKAdSV
Baslangic potansiyeli, V —-0,600 | —0,600 —0,600 —0,600
Bitis potansiyeli, V -1,600 | —1,600 —-1,600 —1,600
Pik Potansiyeli, V -1,360 | —1,360 -1,360 -1,375
Tarama hiza, V/s 0,004 0,075 0,004 0,075
Genlik, V 0,050 0,050 0,050 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,004 0,003 0,004 0,003
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 4,8 4,8 48 48
Biriktirme potansiyeli, V - - —-0,45 —-0,45
Biriktirme siiresi, s - - 90 90

Cizelge 4.6’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin cesitli

derisimlerde INDA igeren ¢dzeltilerin farkli voltametrik yontemlerde voltamogramlari

140



alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.47 — 4.50’de verilmistir. Bu voltamogramlardaki
cesitli derisimler ic¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige gecirilerek
kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Potansiyel, V{Ag/AgCl/AM KCl'ye gire)

Sekil 4.47 INDA’nm farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar: (i¢ grafik: INDA
derisimiile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Potansiyel, V(Ag/AgCl/3M KCl'ye giire)

Sekil 4.48 INDA’nin farkhi derisimlerdeki KDV voltamogramlar: (i¢ grafik: INDA
derigimi ile pik akimmin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.49 INDA’nm farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik:
INDA derisimi ile pik akimmin degisimi, CE: ADCE, Epi.: -0,45 V, tyir: 90

nivi
600 c
A= 181Cmmn-93s @ B2
150 Re=109959 350
- s
" i
= -
= 360 *
£ ® ] 95
= 65
< .
== 240 -
= ..'.' 33
10
120 ,’
.
:l a 1 i 1 I 1 i 1 I
90 180 270 360 450
Cipa, M
0.8 -1,0 -12 -14

Potansivel, V(Ag/AgCL3M KCl've gire)

-1.6

S)
3400
e 2400
T limaraen C;_.,m(nM}—;ﬂ:Dld oM
-2550 2000 L R=09971 435
"' 350
- 2128 < 1600 | 275
. 17
E 1700 ;:== 1200 F . A 95
d e * )
= so0 | ,-' 65
1275 ._ 35
400 - . 10
-850 -
a f i i i i |
0 80 180 270 360 450
425 Crps.nM
0 L . N
0.6 08 1,0 . 14 1,6

Potansivel, V(Ag/AgCL3M KCl've gore)

Sekil 450 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDKAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik:
INDA derisimi ile pik akimmin degisimi, CE: ADCE, Epj.: -0,45 V, tyir: 90

)
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ADCE kullanilarak INDA tayini i¢in yapilan ydntem gelistirme calismalarindaki

kalibrasyon verileri en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.7°de tablolanmistir.

Cizelge 4.7 ADCE kullanilarak INDA tayinine yonelik gelistirilen yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Dogrusal ¢alisma araligi, molL™ S’SXlO:; S’SXlO:; 1,0><10j 1,0><10j
2,5x10 2,5x10 4,4x10 4,4x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,467 1,471 1,231 4,912
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 4,82x107 | 1,52x10° | 9,22x10°° 4,40x10°°
Regresyon standart sapmasi (S;), A 3,12x107 | 9,81x107 | 1,09x10°8 4,15x10°®
Egimin standart sapmasi (Sp), ALmol™ 0,013 0,042 0,024 0,100
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 9,80x1078 | 2,40x107 | 4,66x107° 1,07x10°8
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™ 6,27x107 | 4,88x107 | 1,14x10°® | 6,55x107°
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 2,09x10°° | 1,63x10° | 3,80x10°® | 2,18x10°8
Regresyon katsayisi (R%) 0,9942 0,9942 0,9976 0,9971
Giin ici akim tekrarlanabilirligi(% BSS) * 5,41 7,25 5,84 7,95
Giinler arasi akim tekrarlanabilirligi(% BSS) ** 7,65 8,37 7,85 9,75
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi(% BSS) * 1,05 1,65 2,05 2,13
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi(% BSS) ** 2,25 2,15 2,95 3,05

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamlarak 5 farkl giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin

INDA i¢cin, ADCE kullanilarak voltametrik tayin ydntemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akiminm INDA derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisinin (R?) 0,99°dan biiyiik oldugu,

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

oldukga 1yi oldugu

goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort ydntemin de INDA tayini igin uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarinin ayni

8,5x10" M (0,31 pg mL ™) — 2,5x10° M (9,15 pg mL ™) seklinde ayn1 oldugu,
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e adsorptif siyirma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal ¢alisma arahgmm 1,0x10°% M
(3,65 ng mL™) — 4,4x107 M (160,6 ng mL ™) seklinde oldugu,

e kare dalga voltametrinin diferansiyel puls voltametriye goére dogrudan
voltametrik yontemlerde ii¢ kat, adsorptif siyirma voltametri yontemlerinde ise
dort kat daha duyarl oldugu,

e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilag gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek derisimlerde
INDA icerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda INDA igeren biyolojik
orneklerde ise adsorptif siyirma yontemlerinin uygun olabilecegi

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e INDA igin rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 15,0- 45,0 ng mL™
(4,1x10% M —1,2x10"M) oldugu (Chen vd. 2006) géz 6niine alindiginda,
gelistirilen voltametrik yontemlerden adsorptif siyirma voltametrisine dayali
yontemlerin serumdaki tedavi edici INDA miktarinin, dogrudan voltametrik
yontemlerin ise ilag orneklerindeki INDA tayinine uygulanabilecegini

diistindliirmiistiir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaglar ile idrar ve serumda INDA tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan
numune ¢oOzeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin  ilgili yOntemler kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.51 — 4.54°te verilmistir.
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ADCE
DPV
B a) Sadece idrar + BR
b) BR + 1,55 pM INDA (standart) f
¢) idrar + BR + 1,25 pM iNDA
0 F g Serum + BR + 1,25 uM INDA
e) [drar + BR + 3,83 M iNDA ¢
5| 0 Serum+BR+3383uM INDA

a1t

Alam, pA

-0.6 0.3 -1,0 -12 -14 -1.6

Potansiyel, V{Ag/AgCl/3AM KCl've gire)

Sekil 4.51 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari

-42

ADCE

a5 L KDV

a) Sadece Idrar + BR

b) BR + 1,55 pM iNDA (standart)
28 | ) idrar + BR + 1,25 pM INDA
dy Serum + BR + 1,25 uM INDA
e} idrar + BR + 3,83 pM INDA

f) Serum + BR + 3,83 pM iNDA

Alam TN

—

d a

0.6 -0.8 -Lo -1.2 -4 -L6
Potansiyel, ViAg/AgCl/3AM KCl've gire)

Sekil 4.52 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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DPKAASY
a) idrar + BR + 55 nM INDA

[ b) Serum + BR + 55 nM INDA

c) idrar + BR + 110 nM iNDA
d) Serum + BR + 110 nM iNDA
) BR + 110 nM INDA (standart)
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Potansiyel, V(Ag/AgCLU3IM KCl've gire)

Sekil 453 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPKAdSV voltamogramlari
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-T50 -
[ a) idrar + BR + 55 nM INDA

[ b) Serum + BR + 55 nM INDA
[ c)idrar + BR + 110 nM iNDA

I d) Serum + BR + 110 nM INDA

4o [ © BR+ 110 nM INDA (standart)
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ADCE
KDKAdSY

—
—
—

0.6

0.8 1o -1.2

14 16

Potansiyel, V(Ag/AgClIM KCl'ye gire)

Sekil 4.54 INDA tayini icin yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDKAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde

INDA’nin indirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmm INDA derisimi ile

degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda INDA tayini i¢in voltametrik ydntemlerin

gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Cizelge 4.7°de verilen dogrusal caligma

araliklar1 diger bazi parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda INDA tayini
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icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu disiiniilebilir. Ancak, bu ¢alismada
ilaglarda INDA tayini igin gelistirilen dort yontem de kullanilmustir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda INDA tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadigi (egim degerlerinin bir birine ¢cok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

INDA tayini icin Oncelikle Sekil 4.46 — 4.49°da verilen kalibrasyon egrileri
olusturulmus ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum
numuneleri kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle INDA derisimleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma

(BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.8 — 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.8 Tabletlerde INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 2,5 2,36; 2,44; 2,50; 2,58; 2,70 100,6 £6,5 52
KDV 2,5 2,34; 2,48; 2,56; 2,60; 2,66 101,1 £6,2 4,9

DPAADSV 2,5 2,20; 2,30; 2,40; 2,50; 2,70 96,8 £9,6 79
KDAAdSV 2,5 2,24, 2,42; 2,52; 2,58; 2,64 99,2 +7,8 6,3

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.9 idrarda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 3,50 3,00; 3,10; 3,45; 3,60; 3,75 96,6 11,4 9,5
DPV II 14,0 13,05; 13,25; 13,85; 14,25; 14,95 99,1 +6,8 5,6
KDV I 3,50 3,05; 3,15; 3,50; 3,65; 3,75 97,7 +10,9 8,9
KDV 11 14,0 12,10; 13,25; 14,12; 14,65; 15,12 98,9 +10,7 8,7
DPAADSV I 0,20 0,18; 0,18; 0,20; 0,21, 0,22 99,0 +11,1 9,0
DPAADSV II 0,40 0,34; 0,38; 0,40; 0,42; 0,42 98,0 +£10,4 8,5
KDAAdSV | 0,20 0,18; 0,19; 0,20; 0,21, 0,22 99,0+9,9 8,1
KDAAdSV I 0,40 0,34, 0,37; 0,40; 0,42; 0,43 98,0 +11,5 8,4

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.10 Serumda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 3,50 3,05; 3,12; 3,42; 3,60; 3,70 96,5 +10,2 8,5
DP 11 14,0 13,15; 13,20; 14,00, 14,25; 15,05 99,5 47,0 57
KDV I 3,50 3,05; 3,10; 3,50; 3,58; 3,75 97,0 £10,9 9,0

KDV II 14,0 13,08; 13,24, 14,12, 14,75, 15,40 100,8 £8,8 7,0

DPAADSV | 0,20 0,17, 0,18; 0,20, 0,20; 0,21 96,0 +10,2 8,6
DPAADSV I 0,40 0,32, 0,38; 0,39; 0,40; 0,42 95,5 +11,7 8,9
KDAAdSV I 0,20 0,19;0,19; 0,21; 0,21, 0,22 101,5+7,5 59
KDAAdSV I 0,40 0,35, 0,37; 0,39; 0,42; 0,43 98,0 +10,4 8,5

“ortalama + 1s\N, %95 giiven seviyesinde ~Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.8’de tablet analizi i¢in verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri
kazanimin % 10’dan daha kiigiik BSS ile % 96,8 — % 101,1 araliginda oldugu
goriilmektedir. Bu da gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda INDA tayini i¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Cizelge 4.9’daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda INDA tayini i¢in kullanilabileceginin gdstergesidir.

Serumda INDA tayini ile ilgili Cizelge 4.10°da elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu ve girisim etkisi olmaksizin ve bir Onderistirme
gerektirmeksizin gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek
dogruluk ve yeterli kesinlik ile INDA nin tayin edilebileceginin gdstergesidir.
Bu sonugclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
o farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numuneler
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giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

INDA igin yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢alismalarinda, INDA nin ADCE
yaninda CKE vyiizeyinde de elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, INDA tayini i¢in CKE kullanilarak voltametrik yontem gelistirme
calismalar1 da yapilmistir. Bu ¢aligmalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi c¢alismalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon c¢alismasi yapilmis ve

bulunan optimum degerler Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 CKE yiizeyinde INDA analizine yonelik yapilan voltametrik ¢aligmalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV | KDV | DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V 0,100 | 0,100 0,100 0,100
Bitis potansiyeli, V 1,000 | 1,000 1,100 1,100
Pik Potansiyeli, V 0,600 | 0,550 0,660 0,660
Tarama hiza, V/s 0,005 | 0,050 0,005 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,065 0,065 0,065
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 | 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 8,5 8,5 8,5 8,5
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,00 0,00
Biriktirme siiresi, s - - 120 120

Cizelge 4.11°de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem icin, gesitli
derisimlerde INDA igeren ¢ozeltilerin voltamogramlar: alinmis ve bu voltamogramlar
Sekil 4.55 — 4.58°de verilmistir. Bu voltamogramlardaki cesitli derisimler i¢in, ortalama
pik akimlar1 derisime kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her

bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCT'ye gbre)
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Sekil 455 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar: (i¢ grafik: INDA
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gore)
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Sekil 456 INDA’nin farkhi derisimlerdeki KDV voltamogramlar: (i¢ grafik: INDA
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCUIMKCl'ye gére)
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Sekil 457 INDA’nin farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik:
INDA derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Epjir.: 0,0 V, tyir: 120 5)

Potansiyel, V (Ag/AgCL3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.58 INDA’nin farkli derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik:
INDA derisimiile pik akimmin degisimi, CE: CKE, Epjr.: 0,0 V, tyir: 120 5)

CKE kullanilarak INDA tayini igin yapilan ydntem gelistirme ¢alismalarindaki
kalibrasyon verileri en kiiglik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12 CKE kullanilarak INDA analizi igin gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAASV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahg, molL™? 2’75X10:Z 2’75X1O:z 4’5X107i 4’5X1071
3,75x10 3,75x10 7,25x10 7,25x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,317 0,413 1,038 1,162
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 4,46x107 | 5,72x107 | 2,09x10°® 3,17x10°8
Regresyon standart sapmasi (5,), A 326x107 | 3,71x107 | 2,02x10° | 2,26x10°®
Egimin standart sapmas: (S,,), ALmol™ 0,011 0,012 0,029 0,037
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 1,78x107 | 2,03x107 | 6,01x10°° 5,65x10°°
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 1,69x10°° | 1,47x10°® | 1,74x10® | 1,46x10°
Alt tayin s (LOQ) molL™ 5,62x10°° | 4,90x10°® | 579x10° | 4,87x10°®
Regresyon katsayisi (R%) 0,9923 0,9941 0,9953 0,9928
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 8,75 9,56 9,45 8,95
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 10,21 10,75 11,05 11,52
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,35 2,56 2,07 2,24
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,25 3,42 3,78 3,98

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamlarak 5 farkl giinde yapilan 5 6lgiim degeri icin

INDA icin, CKE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme g¢alismalarinda

gelistirilen yontemlerin hepsinde;

e ortalama pik akimmm INDA derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayismm (R?) 0,99°dan bityiik oldugu,

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de INDA tayini icin uygun oldugu Vve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarinin ayni
ve 2,75x10° M (1,00 pg mL™) — 3,75x10° M (13,72 pg mL™) seklinde
oldugu,

e adsorptif siyirma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diistik derisim araliginda dogrusal oldugu ve bu yontemlerde dogrusal ¢alisma

araliginin 4,5x10° M (16,46 ng mL ™) — 7,25x10° M (2652,3 ng mL™) oldugu,

152



e kare dalga voltametri ile diferansiyel puls voltametri yontemlerinin dogrudan
uygulamalarda ve adsorptif siyrma uygulamalarinda yaklasik olarak ayni
duyarliliga sahip oldugu,

e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 puM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilag gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek derisimlerde
INDA icerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda INDA igeren biyolojik
orneklerde ise adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmistir. Ayrica;

e INDA i¢in rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 15,0 — 45,0 ng mL™*
(4,1><1O*8 M —-1,2x10"M) oldugu (Chen vd. 2006) gdz oniine alindiginda,
gelistirilen voltametrik yontemlerden adsorptif siyirma voltametrisine dayali
yontemlerin serumdaki tedavi edici INDA miktarinin, dogrudan voltametrik
yontemlerin ise ilag Orneklerindeki INDA tayinine uygulanabilecegini

diistindliirmiistiir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaglar ile idrar ve serumda INDA tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan
numune ¢ozeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin  ilgili yOntemler kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.59 — 4.62°de verilmistir.
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Sekil 4.59 INDA tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari.

Potansiyel, V (Ag/AgCI/3AM KCl've gore)
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L b) Serum +BR + 8,56 pM iINDA
30 ¢) Sadece Serum + BR
d) idrar + BR + 19,1 pM IND A
F e) Serum + BR + 19,1 pM IND A
36

Sekil 4.60 INDA tayini icin yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCI3AM KCl've gire)
1.0 0,9 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3 0,2 0,1

0
40
50
< 120
2
= 160
CKE
DPAAASY
200 a) fdrar + BR + 55 nM iNDA
b) Serum + BR +55 nM INDA
240 ¢) Sadece Serum + BR
d) idrar + BR + 109 nM iND A
250 ) Serum + BR + 109 nM iND A

Sekil 4.61 INDA tayini icin yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSV voltamogramlari

Potansivel, V (Ag/AgCU3IM KCl've gire)
1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0.4 03 0,2 0,1

0

60
120
E
=
3
< 180 CKE

KDAAASY
a) fdrar + BR + 55 aM INDA
b) Serum + BR +55 nM iNDA
¢) SadeceSerum + BR
) fdrar + BR + 109 nM iND4
) Serum + BR + 100 nM INDA

240

300

Sekil 4.62 INDA tayini icin yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde
INDA’ nin yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmin INDA derigimi

ile degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda INDA tayini i¢in voltametrik ydntemlerin
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gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Bu voltamogramlardan INDA nin yiikseltgenme
pikinin yaninda ayrica 0,30 V civarinda serumda bulunan {irik asite ait oldugu
diisiiniilen bir pik gdozlenmektedir. Bu pikin akimi eklenen INDA ile degismedigi gibi
INDA’nm yiikseltgenme pikinin potansiyel ve akimma her hangi bir girisim etkisinin
olmadig: diisiiniilmiistiir. Cizelge 4.12°de verilen dogrusal ¢alisma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda INDA tayini i¢in DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu calismada ilaglarda INDA tayini

icin gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda INDA tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

INDA tayini i¢in oncelikle Sekil 4.55 — 4.58’de verilen kalibrasyon egrileri
olusturulmus ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum
numuneleri kullamlarak dogrudan kalibrasyon ydntemiyle INDA derisimleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma

(BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.13 — 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.13 Tabletlerde INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 2,5 2,38; 2,46; 2,50; 2,56; 2,76 101,3 £7,1 57
KDV 2,5 2,32;2,44; 2,60; 2,64; 2,74 101,9 £8,3 6,6

DPAADSV 2,5 2,20; 2,34; 2,40; 2,50; 2,64 96,6 £8,2 6,9
KDAAdSV 2,5 2,28; 2,46; 2,58; 2,64; 2,70 101,3+£8,3 6,6

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.14 Idrarda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS®, %
DPV I 35,0 29,51; 31,04, 34,53; 36,54, 37,14 96,3 +11,9 9,9
DPV 11 70,0 63,75; 65,50; 69,25; 71,25; 77,50 99,2 £9.,6 7,8
KDV I 35,0 29,17, 31,82; 35,04, 36,03; 37,24 96,6 +11,9 9,9
KDV II 70,0 62,60; 70,00; 72,60; 74,75; 77,50 102,1 +10,1 79
DPAADSV | 0,20 0,17, 0,18; 0,20, 0,20; 0,21 96,0 +£10,1 8,6
DPAADSV I 0,40 0,36, 0,38; 0,39; 0,40; 0,42 97,5 £6,9 57
KDAAdSV | 0,20 0,18;0,19; 0,21, 0,22; 0,22 101,0 £11,8 9,4
KDAAdSV I 0,40 0,36; 0,37; 0,40; 0,41, 0,42 98,0 +8,1 6,6

“ortalama + 1s\N, %95 giiven seviyesinde ~Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.15 Serumda INDA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazamm?®, % | BSSP, %
DPV I 35,0 30,82; 31,24; 34,63; 35,52; 38,53 97,5+11,4 9,4
DPVII 70,0 65,90; 69,80; 70,01; 74,91, 77,52 102,3 £8,1 6,4
KDV I 35,0 30,41; 31,23; 35,04; 36,23; 37,84 97,5+11,4 9,4
KDV 11 70,0 64,25; 66,21; 70,63; 73,69; 77,65 100,7 +£9,8 7,8
DPAADSV I 0,20 0,18;0,19; 0,20; 0,20; 0,22 99,0 49,2 7,5
DPAADSV Il 0,40 0,36; 0,39; 0,39; 0,41; 0,44 99,5+49,2 74
KDAAdSV | 0,20 0,17;0,19; 0,20; 0,21; 0,22 99,0£11,9 9,7
KDAAdSV Il 0,40 0,36; 0,38; 0,39; 0,41; 0,42 98,0 £7,4 6,1

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.13’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10’dan daha kiigiik BSS ile % 96,6 — % 101,9 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik ydntemlerin ilaglarda INDA tayini igin uygulanabilecegi

seklinde degerlendirilmistir.

Cizelge 4.14°teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda HKA tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.
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Serumda INDA tayini ile ilgili Cizelge 4.15°te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir dnderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile INDA’nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaclar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.2.3 PER tayini icin voltametrik yontemler

Boliim 4.1.4°te ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi incelenen PER’in ADCE
yiizeyinde pH 10,0°da en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde indirgenme piki verdigi
ve bu pikin akimmin PER derisimi ile dogrusal olarak degistigi (Sekil 4.24)
belirlenmisti. Bundan yararlanarak, ADCE’de PER’in nicel tayini i¢in diferansiyel puls
voltametri (DPV) ve kare dalga voltametri (KDV) yontemlerinin gelistirilmesinin uygun
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yontem gelistirme ¢alismalarinda, s6z konusu voltametrik
yontemlerin dogrudan ve adsorptif styrma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem
gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda, uygun derisimde PER c¢ozeltileri kullanilarak yontem

ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.16).

158



Cizelge 4.16 CKE yiizeyinde PER analizine yonelik yapilan voltametrik ¢aligmalar i¢in
belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V -0,350 | —0,350 —-0,600 —-0,450
Bitis potansiyeli, V —-1,600 | —1,600 —1,700 —1,600
Pik Potansiyeli, V -1,180 | 1,180 —1,400 —1,300
Tarama hiz, V/s 0,004 0,075 0,004 0,075
Genlik, V 0,050 0,050 0,050 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,004 0,003 0,004 0,003
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 57 57 57 57
Biriktirme potansiyeli, V - - -0,500 -0,500
Biriktirme siiresi, s - - 180 180

Cizelge 4.16’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin ¢esitli
derisimlerde PER iceren ¢ozeltilerin farkli voltametrik yontemlerde voltamogramlari
alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.63 — 4.66°da verilmistir. Bu voltamogramlardaki
cesitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige gecirilerek
kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem ic¢in olusturulan bu dogrular

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Potansiyvel, V (Ag/AgCL3M KCl've gire)

Sekil 4.63 PER’in farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar: (i¢ grafik: PER derisimi
pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.64 PER’in farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlari (i¢ grafik: PER
derigimiile pik akimmin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.65 PER’in farkli derisimlerdeki DPCAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik: PER
derisimi ile pik akimmnin degisimi, CE: ADCE, Epj.: - 0,50 V, tyir: 180 5)
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Potansivel, V (Ag/AsCUIM KCl've gire)

Sekil 4.66 PER’in farkli derisimlerdeki KDCAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik: PER
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Epj.: - 0,50 V, tyir: 180 S)

PER tayini icin ADCE kullanilarak yapilan yontem gelistirme caligmalarinda elde
edilen kalibrasyon verilerinin en kiigiik kareler yontemiyle degerlendirilmesi ile bazi

validasyon parametreleri belirlenmis ve bu parametreler Cizelge 4.17°de tablolanmistir.
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Cizelge 4.17 ADCE kullanilarak PER analizi igin gelistirilen voltametrik yontemlerin

kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahgi, molL™? 3’0X10175 3’0X10175 I’OXle LOXle
1,05x10 1,05x10 9,5x10 9,5x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,039 0,074 0,204 0,834
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 5,0<10° | 7,0x10°° 3,08x10° 7,50x107°
Regresyon standart sapmasi (S;), A 1,0x10°® 1,3x10°® 3,59x10°° 9,79x10°
Egimin standart sapmas: (S,,), ALmol™ 0,0013 0,0011 0,004 0,010
Kesim noktasimin standart sapmasi (), A 1,8x10° | 3,1x107° | 4,05x107° | 2,20x10°
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 1,31x107 | 1,25x107 | 5,96x10° | 7,93x10°°
Alt tayin s (LOQ) molL™ 4,42x107 | 4,17x107 | 1,99x10°® | 2,64x10°8
Regresyon katsayisi (R?) 0,9947 0,9979 0,9973 0,9988
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 4,41 5,25 6,48 5,95
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 8,65 7,47 7,78 7,62
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,03 2,15 2,05 1,98
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,39 3,45 3,15 2,35

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamilarak 5 farkli giinde yapilan 5 ol¢iim degeri igin

PER i¢in, voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin PER derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisinm (R?) 0,99°dan biiyiik oldugu

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistlir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de PER tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢calisma arliklarinin ayni ve

3,010 M (0,11 pg mL™) — 1,05x10° M (3,87 pg mL ™) oldugu,

e adsorptif siyrma yontemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha

diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu ve dogrusal ¢alisma araliginin 1,0x10"

¥ M (3,68 ng mL ™) — 9,5x10°" M (350,0 ng mL™?) oldugu,

e dogrudan voltametrik yontemlerde kara dalga voltametri yonteminin diferansiyel

pulsa gore yaklasik iki kat; adsorptif siyirma voltametri yontemlerinde ise

yaklasik dort kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 puM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi, goreceli olarak daha yiiksek derigimlerde
PER icerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin;
idrar, serum ve kan gibi eser miktarda PER igeren biyolojik 6rneklerde ise
adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmigtir. Ayrica;

e PER i¢in rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozun 0,08 — 0,15 pg mL™*
(2,17x107" M —4,07x10"" M) oldugu (Gonzalez vd. 2010) goz 6niine alindiginda
gelistirilen voltametrik yontemlerin serumda PER tayinine uygulanabilecegini

diistindirmistiir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda PER tayini yapilmistir. Tayin ¢aligmasinda kullanilan
numune ¢oOzeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmig ve bu
numunelerin  ilgili yOntemler kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.67 — 4.70°de verilmistir.

0,18

ADCE
DPV

L ) Serum+BR +095 yM PER

| Wyidrar + BR +095 pMPER
¢)BR + 250 pM PER

[ d) Serum +BR + 4,08 pM PER

| e)idrar + BR + 4,08 M PER

Alam, pA

0,05

0,00

05 06 07 085 09 10 11 12 13 14
Potansivel, V (Ag/AgCYIM KCl'ye gbre)

Sekil 4.67 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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ADCE

030 + KDV

a) Serum + BR + 095 pM PER
b) fdrar + BR + 095 pM PER
c)BR + 2,50 uM PER

d) Serum + BR + 4,08 pM PER
020 | e)yidrar+BR+4,08 pMPER

025

015

Alam, pA

0,10

s 06 07 08 09 10 11 12 -13 -14
Potansivel, V (Ag/AgCL3M KCI've gore)

Sekil 4.68 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen KDV

voltamogramlar1
-36
ADCE
DPAAASY

30 [ a)Serum+BR+68 nMPER
b idrar + BR + 68 nM PER
c)BR + 115 nM PER

24 @) Serum +BR + 136 nM PER
e)idrar + BR + 136 "M PER
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i
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o
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-0.9 -1,0 -1.1 -1.2 -13 -14 -1.5 -l16
Potansiyvel, V (Ag/AgCI/IAM KCl'ye gore)

Sekil 4.69 PER tayini icin yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
DPKAJdSV voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've gbre)

Sekil 4.70 PER tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
KDKAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde
PER’inindirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmin PER derisimi ile
degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda PER tayini i¢in voltametrik yontemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varimistir. Cizelge 4.17°de verilen dogrusal calisma
araliklar1 diger bazi1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda PER tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu c¢aligmada
ilaclarda PER tayini igin gelistirilen dort yontem de kullanilmustir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda PER tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

PER tayini i¢in Oncelikle Sekil 4.63 — 4.66°da verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle PER derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.18 — 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.18 Tabletlerde PER analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 5,00 4,31; 4,45; 4,70; 4,95; 5,15 94,2 +8,6 7,4
KDV 5,00 4,35; 4,55; 4,92; 5,25; 5,32 97,6 £10,6 8,7

DPAADSV 5,00 4,31; 4,91, 5,05; 5,23; 5,35 99,4 +10,1 8,2
KDAAdSV 5,00 4,40; 4,90, 5,05; 5,15; 5,30 99,0 £8,5 6,9

“ortalama + 1s\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagl standart sapma

Cizelge 4.19 Idrarda PER analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSSP %
DPV I 3,50 3,37, 3,41; 3,50; 3,67; 3,81 101,5 £6,6 52
DPV II 15,00 14,50; 14,80; 15,00; 15,75; 16,25 101,7 £5,9 4,7
KDV I 3,50 3,42; 3,48; 3,65; 3,75; 3,85 103,7 £6,4 4,9
KDV I1 15,00 13,75; 14,75, 15,25; 15,35; 16,00 100,1 £6,9 5,6
DPAADSV I 0,25 0,23; 0,24; 0,25; 0,27, 0,28 101,6 £10,3 8,2
DPAADSV II 0,50 0,46; 0,49; 0,51; 0,51; 0,54 100,4 £7,3 59
KDAAdSV | 0,25 0,22; 0,25; 0,25; 0,27; 0,27 100,8+10,2 8,1
KDAAdSV I 0,50 0,49; 0,50; 0,51; 0,53; 0,55 103,2 £6,0 4,7

“ortalama + ts\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.20 Serumda PER analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 3,50 3,24;3,27; 3,52; 3,61; 3,79 99,6 +8,3 6,7
DPV II 15,00 13,62; 13,75; 14,92; 15,00; 16,75 98,7 +£10,4 8,5
KDV I 3,50 3,10; 3,15; 3,38; 3,65; 3,82 97,7 £11,1 91
KDV 11 15,00 13,35; 14,12; 15,00; 15,82; 16,25 99,4 49,9 8,0
DPAADSV I 0,25 0,22; 0,23; 0,25; 0,26; 0,27 98,4 +10,3 8,4
DPAADSV II 0,50 0,44; 0,48; 0,50; 0,51; 0,53 98,4 +8,5 6,9
KDAAdSV | 0,25 0,22; 0,24; 0,25; 0,26; 0,28 99,6 +£10,3 8,3
KDAAdSV I 0,50 0,43; 0,46; 0,51; 0,53; 0,54 98,8 +11,7 9,6

“ortalama + ts/\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.18°de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10’dan daha kiiciik BSS ile % 94,2 —% 99,4 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda PER tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.19°daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda PER tayini igin kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda PER tayini ile ilgili Cizelge 4.20’de elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile PER’in tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonugclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e Kkalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkll tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

4.2.4 MOE tayini i¢in voltametrik yontemler

Bolim 4.1.3’te ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranigi incelenen
MOE’nin ADCE yiizeyinde pH 5,5’te en yiiksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme piki verdigi ve bu pikin akiminin MOE derisimi ile dogrusal olarak degistigi
belirlenmisti (Sekil 4.15). Bundan yararlanarak, ADCE’de MOE’nin nicel tayini i¢in
DPVve KDV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisliniilmiistiir. Yontem
gelistirme caligmalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan ve adsorptif

styirma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda,
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uygun derisimde MOE ¢ozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz parametrelerinin

optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21 ADCE yiizeyinde MOE analizine yonelik yapilan voltametrik ¢caligmalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V —0,700 | —0,700 —0,800 —0,900
Bitis potansiyeli, V -1,600 | —1,500 —1,700 -1,800
Pik Potansiyeli, V -1,235 | 1,205 -1,390 —1,400
Tarama hizi, V/s 0,005 0,050 0,005 0,075
Genlik, V 0,065 0,050 0,065 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 55 55 5,5 55
Biriktirme potansiyeli, V - - -0,500 -0,500
Biriktirme siiresi, s - - 210 210

Cizelge 4.21°de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin ¢esitli
derisimlerde MOE igeren ¢ozeltilerin farkli voltametrik yontemlerde voltamogramlari
almmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.71 — 4.74’te verilmistir. Bu voltamogramlardaki
cesitli derisimler icin, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige gecirilerek
kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem ic¢in olusturulan bu dogrular

sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.71 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.72 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.73 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlari (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Epjr.: - 0,5V, tpir: 210 S)
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Sekil 4.74 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDKAdSV voltamogramlari (i¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Epir.: - 0,5 V, tyir: 210

s)

ADCE kullanilarak MOE tayini i¢in yapilan ydntem gelistirme c¢aligmalarindaki
kalibrasyon verileri en kiigliik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.22°de tablolanmustur.
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Cizelge 4.22 ADCE kullanilarak MOE analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin

kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAASV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahg, molL™? SJOX]‘O:: 5’0X10:; 1’0X107i 1’0X1071
3,0x10 3,0x10 1,35x10 1,35x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,092 0,224 0,201 0,619
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 8,8x10°® | 1,38x107 1,0x10°° 1,01x10°7
Regresyon standart sapmasi (s;), A 5,6x10° | 7,5x10% | 9,0x107° 2,3x1078
Egimin standart sapmasi (Sp), ALmol™ 0,002 0,003 0,007 0,017
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 8,0x10° | 1,7x10°® 1,0x10°° 2,0x10°°
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 2,71x107 | 2,23x107 | 1,0x10°8 1,1x10°8
Alt tayin s (LOQ) molL™ 9,01x107" | 7,42x107 | 3,3x10°® 3,6x10°8
Regresyon katsayisi (R%) 0,9960 0,9988 0,9894 0,9932
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,78 2,99 5,48 4,86
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 6,45 4,78 6,87 8,32
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,05 1,85 2,35 2,31
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 4,26 3,05 3,98 3,45

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6l¢giim degeri icin

MOE i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin MOE derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisinm (R%) 0,98°den biiyiik oldugu

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistlir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de MOE tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢alisma araliklarinin ayni
ve 5,010 M (0,25 pg mL™) — 3,0x10° M (15,0 pg mL™?) oldugu,

e adsorptif styrma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal oldugu ve bu yontemlerde dogrusal ¢caligma
araliginin 1,0x10° M (4,98 ng mL™) — 1,35x10° M (673,2 ng mL™?) oldugu,

e kare dalga voltametrinin diferansiyel puls voltametriye gore dogrudan

voltametrik yontemlerde yaklasik 2,5 kat, adsorptif siyirma voltametri

yontemlerinde ise yaklasik ii¢ kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin sinirlar1 uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiliksek derisimlerde
MOE igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda MOE igeren biyolojik
orneklerde ise adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmigtir. Ayrica;

e MOE i¢in rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozu belirlenememistir, ancak

gelistirilen voltametrik yontemlerin yeterli alt tayin sinirma sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Biitliin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaglar ile idrar ve serumda MOE tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan
numune ¢oOzeltileri, Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.75 — 4.78’de verilmistir.

09

ADCE
DPV
0,7 | 2)Serum+BR+20 yMMOE
b) idrar + BR + 2,0 pM MOE
L ¢)BR+4,5 pMMOE
d) Serwm + BR + 7,0 pM MOE
 e)idrar + BR +7,0 pM MOE

Alam, pA

03

01

08 -0.9 -1.0 -11 -1.2 -13 -14
Potansiyel, V (Ag/AgCI3AM KCl'ye gore)

Sekil 4.75 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda g¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Sekil 4.76 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlar1

ADCE
DPEAdSY
a) Serum + BR +0,10 pM MOE
b) fdrar + BR + 0,10 pM MOE

02 | ©BR+040 pMMOE
< d) Serum + BR +0,70 pM MOE
= e} idrar + BR + 0,70 pM MOE
3
-
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09 110 11 12 13 14 15 16
Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCI've gore)

Sekil 4.77 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPKAJdSV voltamogramlari
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Sekil 4.78 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDKAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum i¢ceren numunelerde MOE nin
indirgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmin MOE derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda MOE tayini i¢in voltametrik ydntemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varimistir. Cizelge 4.22°de verilen dogrusal calisma
araliklar1 diger bazi1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda MOE tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu c¢aligmada
ilaglarda MOE tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda MOE tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

MOE tayini igin 6ncelikle Sekil 4.71 — 4.74’te verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.23 — 4.25’te verilmistir.
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Cizelge 4.23 Tabletlerde MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 7,5 7,01, 7,25; 7,51, 7,75; 8,20 100,6 £7,6 6,1
KDV 7,5 6,99;7,12; 7,48, 7,65; 8,25 99,9 48,3 6,6

DPAADSV 7,5 7,00, 7,25; 7,56, 7,85; 8,15 100,8 £7,6 6,1
KDAAdSV 7,5 7,02;7,35; 7,50; 7,50; 8,12 99,9 £6,6 53

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri igin bagil standart sapma

Cizelge 4.24 1drarda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazamm?®, % | BSSP, %
DPV I 10,0 9,36; 9,52; 9,86; 10,00; 10,50 98,5+5,5 4,5
DPV 11 35,0 32,15; 34,75; 35,00; 36,00; 37,00 99,9 £6,5 5,2
KDV | 10,0 9,12;9,52; 9,96; 10,50; 10,70 99,6 £8,2 6,6
KDV 11 35,0 32,00; 33,25; 34,65; 35,15; 36,75 98,2 6,5 53
DPAADSV I 0,50 0,46; 0,48; 0,51; 0,51; 0,52 99,2 46,2 51
DPAADSV II 3,50 3,25; 3,47, 3,55; 3,65; 3,72 100,8 +6,5 5,2
KDAAdSV | 0,50 0,45;0,47; 0,51, 0,52; 0,53 99,2 48,5 6,9
KDAAdSV I 3,50 3,15; 3,37, 3,58, 3,65; 3,72 99,8 £8,3 6,7

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.25 Serumda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem® Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm®, % | BSS®, %
DPV I 10,0 9,47, 9,62; 9,86; 10,26; 10,74 99,9 +6,4 51
DPV II 35,0 33,85; 34,58; 35,45; 36,75; 38,75 102,5 £6,9 54
KDV I 10,0 9,34; 9,48; 9,92; 10,40; 10,60 99,5 46,9 5,6
KDV 11 35,0 31,85; 32,15; 34,05; 35,00; 36,25 96,7 £6,7 55

DPAADSV I 0,50 0,48; 0,49; 0,50; 0,51; 0,51 99,6 £3,2 2,6
DPAADSV II 3,50 3,19; 3,22; 3,45; 3,50; 3,61 96,9 +6,5 54
KDAAdSV | 0,50 0,48; 0,49; 0,50; 0,53; 0,55 101,6 £7,8 6,2
KDAAdSV I 3,50 3,22; 3,42; 3,50; 3,58; 3,65 99,3+5,9 4,8

“ortalama + ts/\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.23’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimm %

10°dan daha kii¢iik BSS ile % 99,9 — % 100,8 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda MOE tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.24’teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda MOE tayini ile ilgili Cizelge 4.25’te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir Onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile MOE nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonugclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
o kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkll tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

MOE i¢in yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢alismalarinda, MOE’ ’nin ADCE
yaninda CKE ylizeyinde de elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, MOE tayini i¢in CKE kullanilarak ta voltametrik yontem gelistirme
calismalar1 yapilmistir. Bu calismalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi calismalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon c¢alismasi yapilmis ve

belirlenen optimum degerler Cizelge 4.26’da verilmistir.

Cizelge 4.26’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin ¢esitli
derisimlerde = MOE iceren c¢ozeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlar1 alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.79 — 4.82’de verilmistir. Bu

voltamogramlardaki gesitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige
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gegirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.

Cizelge 4.26 CKE yiizeyinde MOE analizine yonelik yapilan voltametrik ¢aligmalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV | KDV | DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V 0,300 | 0,300 0,500 0,500
Bitis potansiyeli, V 1,300 | 1,300 1,550 1,500
Pik Potansiyeli, V 1,105 | 1,120 1,340 1,250
Tarama hizi, V/s 0,004 | 0,050 0,004 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,065 0,065 0,065
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,004 | 0,002 0,004 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,0 5,0 5,0 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,500 0,500
Biriktirme siiresi, s - - 180 180
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Sekil 4.79 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansiyvel, V (Ag/AgCY3IM KCl'yve gire)
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Sekil 4.80 MOE’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansiyvel, V (Ag/AgCV3IM KCl've gire)
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Sekil 4.81 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik: MOE
derisimi, Cvog, ile pik akimimin degisimi, CE: CKE, Ep;ir.:0,0 V, tyir: 120 5)

Potansivel, V (Ag/AsCUAM KCl've giire)
15 14 13 12 11 1.0 0.9 0.8 0,7 0,6 0,5

120

240 |
<
2 360 *
- i (nA)=10,165C,0e(n)+23.6 B
Ri=0,9926
300
480 | < K
- 225
-5 - )
= 150 hd
600 | 2 L
75 : ."‘.
B

300 1000 1300 2000
Croz.nM

720

840

Sekil 4.82 MOE’nin farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlari (i¢ grafik: MOE
derisimi, Cvog, ile pik akimimin degisimi, CE: CKE, Ep;ir.:0,0 V, tyir: 120 s)
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CKE kullanilarak MOE tayini i¢in yapilan yontem gelistirme caligmalarindaki
kalibrasyon verileri en kii¢iik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

parametreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.27°de tablolanmustir.

Cizelge 4.27 CKE kullanilarak MOE analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahg, molL™ 2’0X107: 2’0X107i 230)(10:: 230)(10::
1,95x10 1,95x10 2,0x10 2,0x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,010 0,026 0,116 0,165
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 4,65x107 | 1,67x10°% | 1,81x10°® 2,36x10°
Regresyon standart sapmasi (S;), A 5,0x10% | 8,9x10°8 5,0x10°° 8,7x10°°
Egimin standart sapmasi (Sp), ALmol™ 0,0003 0,0005 0,003 0,0048
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 2,3x10° | 4,2x10°° 3,7x10°%° 8,0x10°°
Gézlenebilme simir1 (LOD), molL™ 721x107 | 4,81x107 | 9,55x10° | 1,47x10°8
Alt tayin simr1 (LOQ) molL™ 2,39x10°° | 1,60x10°° | 3,18x10°® | 4,88x10°
Regresyon katsayisi (R%) 0,9927 0,9967 0,9951 0,9926
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 7,65 6,78 5,67 6,56
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 9,48 8,92 4,79 8,97
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,12 2,98 2,76 2,48
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,49 3,33 3,23 3,96

*Aym cozelti kullamlarak aym giinde yapilan 5 Glciim degeri icin
**dym cozelti kullamlarak 5 farkly giinde yapilan 5 Glciim degeri icin
MOE i¢in, CKE kullanilarak voltametrik yontem gelistirme ¢caligmalarinda;
e ortalama pik akimmin MOE derisimi ile dogrusal degistigi,
e regresyon katsayisinin (R?) 0,99°dan biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin
oldukga 1yi oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de MOE tayini i¢in uygun oldugu ve;
e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisi i¢in dogrusal ¢aligma arliklarmin ayni ve
2,0x10° M (0,99 pg mL™)- 1,95x10* M (97,22 pg mL ™) oldugu,
e adsorptif siyirma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal ¢alisma araliginin 2,0 x10° M
(9,97 ng mL™) — 2,0x10°° M (997,0 ng mL ™) oldugu,
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e kare dalga voltametri yonteminin diferansiyel puls voltametri yontemine gore
dogrudan voltametrik yontemlerde 2,5; adsorptif siyirma ydntemlerinde ise
yaklasik 1,5 kat daha duyarl oldugu,

e dogrudan voltametrik yOntemlerin alt tayin sinirlart uM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiliksek derisimlerde
MOE igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin; idrar, serum ve kan gibi eser miktarda MOE igeren biyolojik
orneklerde ise adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem kullanilarak piyasadaki
mevcut ilaclar ile idrar ve serumda MOE tayini yapilmistir. Tayin calismasinda
kullanilan numune ¢6zeltileri Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 sekilde hazirlanmus,
bu numunelerin ilgili yOontemler kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu
voltamogramlar Sekil 4.83 — 4.86°da verilmistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)

13 12 L1 10 0.9 08 07 0.6 0.5
0,02

El
5 0,08 | 4
d h
CKE
/ DFY
/ a) Serum +BR +5,8 pN MOE
0.13 e b) frar + BE + 5,8 uM MOE

¢) BR + 6,9 pM MOE
d) Serum + BR +8,0 pM MOE
e) Idrar + BR + 8,0 pM MOE

Sekil 4.83 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl'yve gire)
13 12 1.1 10 0.9 0.8 0,7 0.6 05
-0,02 — T T T T

1) Serum + BR +5,8 pM MOE

0,33 b) fdrar + BR +5,8 pM MOE
e ¢)BR + 6,9 pM MOE
040 | d) Serum + BR + 8,0 pM MOE

e) idrar + BR + 8,0 pM MOE

Sekil 4.84 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda Cesitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari

Potansivel, V (Ag/AgCl/3M KCl've gire)
1.5 14 13 12 11 10 02 08 07 06 05
<25 — T T T T T T

30 |

Alkam, nA
-

CKE
DPAAASY

a) Serum + BR + 70 nM MOE

) fdrar + BR + 70 nM MOE

¢)BR + 107 nM MOE

d) Serum + BR + 144 nM MOE

¢) fdrar + BR + 144 nM MOE

Sekil 4.85 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSYV voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCIV3M KCl've gre)
15 14 13 12 11 10 09 08 0,7 06 05
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05 4 a) Serum + BR + 70 nM MOE
;/ b) idrar + BE + 70 nM MOE
6o ¢)BR + 107 nM MOE
s / dy Serum + BR + 144 nM MOE
” e) fdrar + BR + 144 nM MOE

Sekil 4.86 MOE tayini i¢in yapilan uygulamalarda c¢esitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum i¢eren numunelerde MOE nin
yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akiminin MOE derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda MOE tayini i¢in voltametrik ydntemlerin
gelistirilebilecegi sonucuna varimistir. Cizelge 4.27°de verilen dogrusal calisma
araliklar1 diger bazi1 parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda MOE tayini
icin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu g¢alismada
ilaglarda MOE tayini i¢in gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda MOE tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

MOE tayini i¢in Oncelikle Sekil 4.79 — 4.82°de verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.28 — 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.28 Tabletlerde MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 7,5 7,01, 7,25; 7,51, 7,75; 8,20 100,6 £7,6 6,1
KDV 7,5 6,99;7,12; 7,48, 7,65; 8,25 99,9 48,3 6,6

DPAADSV 7,5 7,00, 7,25; 7,56, 7,85; 8,15 100,8 £7,6 6,1
KDAAdSV 7,5 7,02;7,35; 7,50; 7,50; 8,12 99,9 £6,6 53

“ortalama + ts/\N, %95 giiven seviyesinde "~ Hesaplanan geri kazamm degerleri i¢in bagil standart sapma

Cizelge 4.29 Idrarda MOE analizine ait sonuglar.

Y ontem? Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 25,0 22,48; 22,80; 24,38; 25,00; 27,50 97,7 £10,0 8,3
DPV 11 40,0 36,74; 39,71, 40,00; 41,14; 42,29 99,9 +6,5 52
KDV I 25,0 22,80; 23,35; 24,88, 26,38; 27,40 99,8 £9,7 78
KDV II 40,0 36,57, 38,00; 39,60; 40,17; 42,00 98,2 +6,5 53

DPAADSV | 35 3,16; 3,35; 3,52; 3,67; 3,85 100,3 £9,6 7,7
DPAADSV 11 7,0 6,51;6,93; 7,11, 7,30; 7,45 100,9 £6,5 52
KDAAdSV | 3,5 3,10; 3,45; 3,59; 3,75; 3,88 101,5 £10,7 8,5
KDAAdSV I 7,0 6,35, 6,85; 7,25; 7,45, 7,65 101,6 £9,2 7,3

“ortalama + ts\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.30 Serumda MOE analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 25,0 24,04; 24,41, 25,03; 26,02; 27,26 101,4 6,5 51
DPV II 40,0 37,01; 37,91, 40,55; 41,00; 43,75 100,1 £8,3 6,7
KDV I 25,0 23,51, 23,88; 24,98; 26,20; 26,69 100,2 £6,9 5,6
KDV 11 40,0 37,56, 38,12; 40,00, 40,00; 42,00 98,8 £5,5 4,5
DPAADSV I 3,5 3,25; 3,45; 3,62; 3,79; 3,85 102,6 +8,8 6,9
DPAADSV II 7,0 6,32; 6,75; 7,00; 7,45; 7,67 100,5 £9,6 7,7
KDAAdSV | 3,5 3,18; 3,25; 3,50; 3,72; 3,82 99,8 £9,9 8,0
KDAAdSV I 7,0 6,12; 6,65; 6,79; 7,01; 7,01 95,9 46,5 55

“ortalama + 1s/AIN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.28°de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10’dan daha kiigiik BSS ile % 99,9 — % 100,8 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda MOE tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.29°daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.30’da elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir dnderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile MOE nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkll tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

4.2.5 ZOF tayini icin voltametrik yontemler

Bolim 4.1.5'te ADCE ve CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranigi incelenen
ZOFun ADCE yiizeyinde pH 5,7°de en yiliksek pik akimi olusturacak sekilde
indirgenme pikleri verdigi ve bu piklerin akiminm ZOF derisimi ile dogrusal olarak
degistigi belirlenmisti. Bundan yararlanarak, ADCE’de ZOF’un nicel tayini icin DPV
ve KDV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisliniilmiistiir. Yontem
gelistirme caligmalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan ve adsorptif
styirma modlarinda kullanilmasi ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu c¢aligmalarda,

uygun derisimde ZOF ¢ozeltileri kullanilarak yontem ve cihaz parametrelerinin
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optimizasyonu yapilmis ve elde edilen optimum parametreler Cizelge 4.31°de

verilmistir.

Cizelge 4.31’de verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem igin gesitli
derisimlerde = ZOF  igeren ¢ozeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlar: alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.87 — 4.90’da verilmistir. Bu
voltamogramlardaki g¢esitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige
gegirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem igin olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.

Cizelge 4.31 ADCE yiizeyinde ZOF analizine yonelik yapilan voltametrik ¢aligmalar
i¢in belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV KDV DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangic potansiyeli, V -0,150 | 0,150 0,150 0,150
Bitis potansiyeli, V -1,800 | -1,800 -1,850 -1,850
-0,500 | -0,560 -0,550 -0,580
Pik Potansiyeli, V -1,360 | -1,380 -1,350 -1,400
-1,700 | -1,700 -1,730 -1,780
Tarama hiza, V/s 0,005 0,075 0,005 0,075
Genlik, V 0,050 0,050 0,050 0,050
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 0,003 0,005 0,003
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,7 57 57 57
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,0 0,0
Biriktirme siiresi, s - - 180 180
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Sekil 4.89 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlar: (i¢ grafikler:
ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: ADCE, Ep;r.:0,0 V, tyir: 180 S)
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Sekil 4.90 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPKAdSV voltamogramlar: (i¢ grafikler:
ZOF derigimi ile pik akimmin degisimi, CE: ADCE, Ep;r.:0,0 V, tyir: 180 s)

ADCE kullanilarak ZOF tayini i¢in yapilan ydntem gelistirme caligmalarindaki en
yiiksek akim ve duyarlilifa sahip pike ait kalibrasyon verileri en kiigiik kareler yontemi

ile degerlendirilerek bazi validasyon paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler

Cizelge 4.32°de tablolanmustur.
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Cizelge 4.32 ADCE kullanilarak HKA analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAASV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahgi, molL™? LSXlO:Z ZOXlO?: 3’0X107i 3’0X107:
3,5x10 1,95x10 1,05x10 1,05x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,067 0,208 0,136 0,316
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 2,0x107 | 6,2x1077 1,27x10°8 3,09x10°8
Regresyon standart sapmasi (S;), A 9,3x107° | 2,9x107 | 4,46x10°° 9,64x10°°
Egimin standart sapmasi (Sp), ALmol™ 0,003 0,009 0,005 0,010
Kesim noktasimin standart sapmasi (S,), A 3,010 | 8,9x10°8 1,07x10°° 1,15x10°°
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 1,36x10°° | 1,28x10° | 2,35x10® | 1,09x10°®
Alt tayin s (LOQ) molL™ 4,54x10°° | 4,29x10°® | 7,83x10® | 3,65x10°
Regresyon katsayisi (R%) 0,9834 0,9835 0,9958 0,9949
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 7,65 7,76 6,13 6,79
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 9,67 9,89 8,29 8,96
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 2,08 2,15 2,98 2,78
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 3,89 3,75 3,78 3,98

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamilarak 5 farkl giinde yapilan 5 ol¢iim degeri icin

ZOF i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin her ii¢ pik i¢in ZOF derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayisinm (R?) 0,98°den biiyiik oldugu

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistlir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de ZOF tayini i¢in uygun oldugu ve;

e dogrudan voltametrik yontemlerin iKisinin dogrusal ¢aligma arliklarinin ayni ve

1,5x10° M (0,64 pg mL™)-3,5x10° M (15,03 ug mL ™) oldugu,

e adsorptif styrma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal ¢alisma arahgmm 3,0x10° M
(12,89 ng mL™) — 1,05x10°° M (451,0 ng mL™?) oldugu,

e kare dalga voltametrinin diferansiyel puls voltametriye gore dogrudan
voltametrik yontemlerde yaklagik {i¢ kat, adsorptif siymrma voltametri

yontemlerinde ise yaklagik 2,5 kat daha duyarli oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 puM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiliksek derisimlerde
ZOF igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin;
idrar, serum ve kan gibi eser miktarda ZOF igeren biyolojik Orneklerde ise
adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmigtir. Ayrica;

e ZOF i¢in rapor edilen plazmadaki tedavi edici dozu belirlenememistir, ancak

gelistirilen voltametrik yontemlerin yeterli alt tayin smirma sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Biitliin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaglar ile idrar ve serumda ZOF tayini yapilmistir. Tayin c¢aligmasinda kullanilan
numune ¢ozeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.91 — 4.94°te verilmistir.

1.2
ADCE
1.0 DPV
a) idrar + BR + 15,1 pM ZOF
a b) BR + 104 pM ZOF
08 | ¢) idrar + BR + 5,82 uM ZOF
= d) Serum + BR + 15,1 pM ZOF
= e) Serum + BR + 5 82 yM ZOF
E 0.6 - |\ d
=

03 0.5 0.7 09 -11 -13 -1.5 -1.7 -9
Potansivel, V (Ag/AgCl've gire)

Sekil 4.91 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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ADCE
KDV

30 - a) idrar + BR + 15,1 pM ZOF
h)BR + 10,4 pM ZOF
c)fdrar + BR + 5,82 uM ZOF
24 ) Serum + BR +15,1 uM ZOF
¢) Serum + BR + 5,82 pM ZOF

03 0.5 0.7 09 -11 -13 -1.5 -1.7 -9
Potansiyel, V (Ag/AgCl've gire)

Sekil 4.92 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda g¢esitli ortamlarda kaydedilen KDV

voltamogramlar1
128
ADCE
DPKAdSV
96 | a) fdrar + BR + 0,69 pM ZOF
b) idrar + BR + 0,23 uM ZOF

c) Serum + BR + 0,69 pM ZOF
d) Serum + BR + 0,23 pM ZOF

&
=

Alam, nA

-32

0 .. s ——
0,20 0,45 0,70 0,95 120 145 1,70

Potansivel, V (Ag/AgCl've giire)

Sekil 4.93 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAAdSYV voltamogramlari
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=300

ADCE
KEDKAASY

a)idrar + BR + 0,69 pM ZOF

byidrar + BR +0,23 pM ZOF

c)BR +047 pM ZOF

d) Serum + BR + 0,69 pM ZOF

e) Serum + BR + 0,23 pM ZOF

<240

-180

-120

Alam, nA

020 045 0,70 0,95 2120 145 1,70
Potansiyel, V (Ag/AgCl've gore)

Sekil 4.94 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde ZOF un
indirgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akiminin ZOF derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda ZOF tayini i¢in voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.32°de verilen dogrusal ¢alisma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda ZOF tayini icin DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu ¢alismada ilaglarda ZOF tayini

icin gelistirilen dort yontem de kullanilmistir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda ZOF tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

ZOF tayini i¢in dncelikle Sekil 4.87 — 4.90°da verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.33 — 4.35’te verilmistir.
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Cizelge 4.33 Tabletlerde ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 30,0 25,78; 26,89; 28,35; 30,00; 30,60 94,4 +8.4 7,2
KDV 30,0 27,21, 28,69; 30,25; 32,15; 33,25 101,0 +10,2 8,1

DPAADSV 30,0 26,51; 29,15; 30,25; 32,15; 33,00 100,7 £10,6 8,5
KDAAdSV 30,0 25,85; 27,12; 28,56, 30,96; 32,85 96,9 +11,8 9,8

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde

Cizelge 4.34 Idrarda ZOF analizine ait sonuglar.

“Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, ng Geri Kazamm’, % | BSS™, %
DPV I 25,0 22,93; 23,45, 23,88; 25,50; 27,40 98,5 49,1 7,4
DPVII 65,0 59,43; 60,82; 62,12; 65,28; 70,85 98,0 £8,7 7,1
KDV | 25,0 23,13; 23,55; 23,95; 25,25; 27,73 98,9 49,2 7,5
KDV 11 65,0 61,25; 62,34; 64,80; 66,26; 67,08 98,9 4,8 3,9
DPAADSV I 1,0 0,89; 0,93; 0,97; 1,00; 1,00 95,7 6,1 52
DPAADSV II 3,0 2,78; 2,83; 2,96; 3,05; 3,10 98,1457 4,7
KDAAdSV | 1,0 0,90; 0,93; 1,02; 1,03; 1,09 99,249,5 7,7
KDAAdSV Il 3,0 2,72;2,89; 3,02; 3,12; 3,29 100,3 +£9,0 72

“ortalama + ts/\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.35 Serumda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm*, % | BSS**, %
DPV I 25,0 22,90; 23,30; 24,05; 25,63; 27,45 98,7+9,3 7,6
DPV II 65,0 59,22; 60,69; 62,33; 65,00; 70,29 97,7+8,3 6,9
KDV I 25,0 22,38; 22,88; 25,00; 26,13; 27,45 99,1+10,7 8,7
KDV I1 65,0 58,50; 59,71, 65,00; 68,25; 70,85 99,2+10,2 8,3
DPAADSV I 1,0 0,94; 1,00, 1,03; 1,06; 1,09 102,3+6,8 54
DPAADSV II 3,0 2,68; 2,76; 3,02; 3,15; 3,28 99,3+10,5 8,5
KDAAdSV | 1,0 0,86; 0,97; 1,00; 1,00; 1,06 97,7+9,2 7,6
KDAAdSV I 3,0 2,71; 2,76; 3,15; 3,29; 3,30 101,4+11,9 9,4

“ortalama + ts/\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.33’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimm %

10°dan daha kii¢iik BSS ile % 94,4 — % 101,0 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ZOF tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.34’teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik ydntemlerin

idrarda ZOF tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda ZOF tayini ile ilgili Cizelge 4.35’te elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir Onderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile ZOF’un tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonugclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkll tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

ZOF icin yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢alismalarinda, ZOF’un ADCE
yaninda CKE vyiizeyinde de elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu belirlenmisti.
Bundan hareketle, ZOF tayini i¢in CKE kullanilarak ta voltametrik yontem gelistirme
calismalar1 yapilmistir. Bu caligmalarda da, aynen ADCE kullanilarak yapilan tayin
yontemi calismalarinda oldugu gibi, ilk olarak optimizasyon c¢alismasi yapilmis ve

bulunan optimum degerler Cizelge 4.36’da verilmistir.
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Cizelge 4.36 CKE yiizeyinde ZOF analizine yonelik yapilan voltametrik ¢caligmalar i¢in
belirlenen optimum cihaz ve deneysel parametreler

Parametre DPV | KDV | DPAAdSV | KDAAdSV
Baslangi¢ potansiyeli, V 0,300 | 0,300 0,500 0,500
Bitis potansiyeli, V 1,300 | 1,300 1,350 1,350
Pik Potansiyeli, V 1,100 | 1,110 1,115 1,120
Tarama hiz, V/s 0,005 | 0,050 0,005 0,050
Genlik, V 0,065 | 0,065 0,065 0,065
Frekans, 1/s - 25 - 25
Basamak potansiyeli, V 0,005 | 0,002 0,005 0,002
Ornekleme genisligi, ms 65 - 65 -
Puls genisligi, ms 25 - 25 -
Puls periyodu, ms 200 - 200 -
Durulma siiresi, s 2 2 2 2
Destek elektrolit BR BR BR BR
Destek elektrolit derisimi 0,04 0,04 0,04 0,04
pH 5,0 5,0 5,0 5,0
Biriktirme potansiyeli, V - - 0,500 0,500
Biriktirme siiresi, s - - 120 120

Cizelge 4.36’da verilen optimum kosullarda, s6z konusu dort yontem i¢in ¢esitli
derisimlerde =~ ZOF igeren c¢ozeltilerin  belirtilen  voltametrik  yontemlerde
voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.95 — 4.98’de verilmistir. Bu
voltamogramlardaki g¢esitli derisimler i¢in, ortalama pik akimlar1 derisime kars1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrulari olusturulmus ve her bir yontem icin olusturulan bu

dogrular, sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Potansiyel, V (Ag/AgCl3M KCl'ye gire)
13 12 1,1 1.0 0.9 08 0,7 0,6 05 0,4 03
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Sekil 4.95 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPV voltamogramlar1 (i¢ grafik: ZOF
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCI3IM KCl've gdre)
13 12 11 10 09 o8 07 06 05 04 03

0
1
L (0A) =0,028 Cone (W 0,431
s Ri=09898
= uM 3
E 2 < -
2 s 3 Rd
10 E 2 ....
= .
2 -
s 2L o
3 60
?0 IIIIIII
100 0
0 15 30 435 60 75 90 105
Czor. uM
4

Sekil 4.96 ZOF’un farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlari (i¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCl/AM KCl've giire)
13 12 11 1,0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.2

14 i, (nAJ=0.004 Conp (nM}+ 2,956 @
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Czor.nM
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Sekil 4.97 ZOF’un farkli derisimlerdeki DPAAdSV voltamogramlar: (i¢ grafik: ZOF
derisimi ile pik akiminin degisimi, CE: CKE, Ep;;.:0,5 V, tpir: 120 S)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3M KCl've gire)

13 12 1,1 1.0 09 0.8 0,7 0,6 0
0
10
20
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< . E
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=
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T e
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nr 15 Lo
630 ? i(nA)=0,066 Coor (nhD+9,242
R*=0,9897
80 - 1000 1 S S ST SR M|
0 200 400 600 200 1000
Crop, nh
90

Sekil 4.98 ZOF’un farkl derisimlerdeki KDAAdSV voltamogramlari (i¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminmn degisimi, CE: CKE, Ey;.:0,5 V, tyir: 120 S)

CKE kullanilarak ZOF tayini i¢in yapilan yOntem gelistirme c¢aligmalaridaki
kalibrasyon verileri en kiigliik kareler yontemi ile degerlendirilerek bazi validasyon

paramatreleri hesaplanmis ve bu parametreler Cizelge 4.37°de tablolanmustur.
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Cizelge 4.37 CKE kullanilarak ZOF analizi igin gelistirilen voltametrik yontemlerin

kalibrasyon verilerinden hesaplanan validasyon parametreleri

Regresyon Parametresi DPV KDV DPAAASV | KDAAdSV
Dogrusal calisma arahgi, molL™? 2’0X10j 2’0X10:j 2’0X10:: 2’0X10::
1,0x10 1,0x10 1,0x10 1,0x10
Regresyon esitliginin egimi (m), ALmol™ 0,0099 0,0283 0,0243 0,0690
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), A 1,1x10° | 4,3x10°® 2,9x10°° 7,9x10°°
Regresyon standart sapmasi (S;), A 6,4x10° | 1,0x107 9,3x107% 3,9x107°
Egimin standart sapmas: (S,,), ALmol™ 0,001 0,001 0,001 0,004
Kesim noktasimin standart sapmasi (), A 3,8x10° | 6,0x10° | 1,1x107%° 2,7x10°%0
Gézlenebilme siir1 (LOD), molL™ 1,15x10°° | 6,40x107 | 1,37x10® | 1,17x10°8
Alt tayin s (LOQ) molL™ 3,84x10°° | 2,13x10°° | 4,57x10°® | 3,89x10°8
Regresyon katsayisi (R%) 0,9845 0,9898 0,9880 0,9899
Giin ici akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 8,85 9,16 8,32 8,45
Giinler arasi1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 10,25 12,52 11,78 12,54
Giin ici potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) * 3,45 3,65 3,65 4,32
Giinler arasi potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ** 4,56 5,63 5,87 5,98

*Aym ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin
**Aym ¢ozelti kullamilarak 5 farkl giinde yapilan 5 él¢iim degeri icin

ZOF i¢in, CKE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

e ortalama pik akimmin ZOF derisimi ile dogrusal degistigi,

e regresyon katsayismnm (R?) 0,98’den bityiik oldugu,

e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve gilinler-arasi1 tekrarlanabilirliklerinin

olduke¢a iyi oldugu

goriilmiistlir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de ZOF tayini i¢in uygun oldugu ve,

e dogrudan voltametrik yontemlerin ikisinin dogrusal ¢alisma arhiklarinin 2,0x107®
M (0,73 pg mL™) —1,0x10™M (36,5 pg mL™) oldugu,

e adsorptif styrma ydntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere gore daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal ¢alisma araligmm 2,0x10° M
(8,59 ng mL™) — 1,0x10° M (429,6 ng mL ") oldugu,

e kare dalga voltametri yonteminin diferansiyel puls voltametri yontemine gore
dogrudan voltametrik yontemlerde ve adsorptif siyirma uygulamalarinda

yaklasik 2,8 kat daha duyarl oldugu,
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e dogrudan voltametrik yontemlerin alt tayin smirlar1 puM seviyesinde iken,
adsorptif styirma voltametrilerinde bu degerin nM seviyesine indigi,

e ilac gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiliksek derisimlerde
ZOF igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin;
idrar, serum ve kan gibi eser miktarda ZOF iceren biyolojik Orneklerde ise
adsorptif styirma yontemlerinin uygun oldugu

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda ZOF tayini yapilmistir. Tayin c¢aligmasinda kullanilan
numune ¢oOzeltileri, Bolim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu
numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.99 — 4.102°de verilmistir.

Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl've gire)
13 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5

u,uu T T T T T T T
a
0,05 |
h
0,10
El
3
<015 |
CKE
DPV
0,20
a) Serum + BR + 9,3 pM ZOF
b) Serum + BR + 19,7 uM ZOF
c) idrar + BR + 9.3 pM ZOF
025 d) idrar + BR + 19,7 pM ZOF

Sekil 4.99 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda gesitli ortamlarda kaydedilen DPV
voltamogramlari
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Potansivel, V (Ag/AgCI3AM KCl've giire)
13 1.2 1.1 L0 0.9 0.8 0,7 0.6 0,5

< 0,30
i)
-
0,45
CEE
DPY
0,60 a) Serum + BR + 9.3 pM ZOF
b) Serum + BR + 19,7 uM ZOF
o) idrar + BR + 9,3 pM ZOF
o8 d) fdrar + BR + 19,7 pM ZOF

Sekil 4.100 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda g¢esitli ortamlarda kaydedilen KDV
voltamogramlari

Potansivel, V (Ag/AgCl3M KCl've giire)
13 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5

CR e

0.0 =

13,0

Alam, nA

CKE
DPAAASY
a) Serum + BR + 0,81 pM ZOF
b) fdrar + BR + 0,81 pM ZOF
¢) BR +0 45 pM ZOF
d) Serum + BR + 0,081 pM ZOF
e)idrar + BR + 0,081 pM ZOF

s

Sekil 4.101 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAAdSYV voltamogramlari

200



Potansivel, V (Ag/AgCU3M KCl've giire)
13 1.2 11 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5
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KDAAISY

a) Serum +BR +0,81 pM ZOF

b fdrar + BR + 0,81 pM ZOF

c)BR +045 uM ZOF

d) Serum + BR + 0,081 pM ZOF

e)ldrar + BR + 0,081 pM ZOF

e
o

m
iy

=
[y

72

Sekil 4.102 ZOF tayini i¢in yapilan uygulamalarda cesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum igeren numunelerde ZOF un
yiikseltgenmesine ait pikin belirgin oldugu ve pik akimmin ZOF derisimi ile degistigi,
ilaglarda, idrarda ve serumda ZOF tayini i¢in voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi
sonucuna varilmistir. Cizelge 4.37°de verilen dogrusal calisma araliklar1 diger bazi
parametreler ile birlikte degerlendirildiginde, ilaglarda ZOF tayini icin DPV ve KDV
yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu ¢alismada ilaglarda ZOF tayini

icin gelistirilen dort yontem de kullanilmastir.

Ilaglarda, serumda ve idrarda ZOF tayini i¢in hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma yontemleri kullanilmistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda anlamli bir farkin olmadigi (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin oldugu) ve
fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle burada sadece

dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

ZOF tayini i¢in oncelikle Sekil 4.95 — 4.98°de verilen kalibrasyon egrileri olusturulmus
ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve serum numuneleri
kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF derisimleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil standart sapma (BSS) degerleri ile

birlikte Cizelge 4.38 — 4.40’ta verilmistir.
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Cizelge 4.38 Tabletlerde ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV 30,0 28,15; 29,56, 30,85; 31,78;32,15 101,7 £6,8 54
KDV 30,0 27,25, 28,96, 30,56; 31,25; 32,48 100,3 £8,5 6,8

DPAADSV 30,0 27,46, 28,69; 30,15; 31,15; 31,25 99,1 £6,8 55
KDAAdSV 30,0 28,15; 29,56, 30,25; 30,45; 32,89 100,9 £7,1 57

“ortalama + ts/\N, %95 giiven seviyesinde = Hesaplanan geri kazamm degerleri i¢in bagil standart sapma

Cizelge 4.39 Idrarda ZOF analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Hesaplananlar, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
DPV I 40,0 36,60; 37,71, 38,23; 40,81; 43,12 98,2 £8,2 6,7
DPV II 85,0 77,89; 78,56; 79,95; 82,45; 85,00 95,0 +4,3 3,6
KDV I 40,0 37,12; 37,90; 39,30; 40,40; 43,90 99,3 +8,3 6,7
KDV II 85,0 78,98; 79,65; 81,87; 85,12; 87,36 97,2 45,2 4,3

DPAADSV | 0,35 0,32; 0,33; 0,35; 0,35; 0,35; 96,9 +5,4 4,5
DPAADSV 11 3,50 3,25; 3,45; 3,62; 3,74, 3,76 101,8 £7,6 6,0
KDAAdSV | 0,35 0,33; 0,33; 0,35; 0,36; 0,37 99,4+6,4 51
KDAAdSV I 3,50 3,15; 3,28; 3,39; 3,68; 3,77 98,6 9,4 7,6

Cizelge 4.40 Serumda ZOF analizine ait sonuglar.

“ortalama + ts/AN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Yéntem Eklenen, mg Hesaplananlar, mg Geri Kazamim™, % | BSS™, %
DPV I 40,0 35,96; 37,50; 38,72; 40,00; 42,00 97,1 £7,2 59
DPV II 85,0 78,98; 79,15; 80,25; 83,15; 86,15 95,9 +4,5 3,7
KDV I 40,0 36,46; 38,50; 40,30; 43,12; 43,96 101,2 £9,7 1,7
KDV I 85,0 77,15; 78,56; 80,15; 87,36; 90,13 97,3 +8,4 6,9
DPAADSV I 0,35 0,33;0,35; 0,35; 0,37; 0,38 101,4+7,1 5,6
DPAADSV II 3,50 3,37; 3,56; 3,67; 3,85; 3,85 104,6 +7,3 5,6
KDAAdSV | 0,35 0,31;0,34; 0,36; 0,37; 0,38 100,6+9,9 7,9
KDAAdSV I 3,50 3,20; 3,32; 3,41, 3,55; 3,85 99,03 +8,9 7,2

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde " Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.38°de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %

10°dan daha kii¢iik BSS ile % 99,1 — % 101,7 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
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gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda ZOF tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.39’daki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda ZOF tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Serumda HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.40’ta elde edilen veriler, serumda bulunan
tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir dnderistirme gerektirmeksizin
gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli

kesinlik ile ZOF’un tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuclara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkll tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi soylenebilir.

4.3 1kili Kansim Halindeki ila¢c Etken Maddeleri icin Voltametrik Tayin

Yontemleri

Bu tez kapsaminda incelenen ilag etken maddelerinin bazilar ikili karisimlar: halinde
ilag formunda piyasada bulunmakta ve yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlar;
HKA-MOE, HKA-ZOF ve INDA-PER karisimlarini igeren ilaglardir. Karisim halinde
bulunan bu ikili etken maddelerin ilaglarda, serum ve idrarda es zamanh olarak tayini
oldukga 6nemlidir. Tezin bu boliimiinde yukarida belirtilen ikili karisimlarin es zamanli
tayini i¢in c¢esitli voltametrik yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla,

etken maddelerin tek basina bulundugu durumlarda elde edilen optimum parametrelerin
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ikili karisimlar i¢in uygun olmayabilecegi diisiinlilmiis ve her ikili karisim i¢in ayrica

optimizasyon ¢aligmasi yapilarak optimum kosullar belirlenmistir.

INDA ve PER molekiilleri i¢in ayr1 ayr1 yapilan ¢aligmalarda her iki molekiiliin ADCE
yiizeyindeki indirgenme piklerinin potansiyelleri bir birinden yeterince farkli olmasma
ragmen kili karigimlar i¢in yapilan ¢alismalarda bu piklerin birlestigi yani karisimda
INDA ve PER igin iyi ayrilmis piklerin elde edilemedigi goriilmiistiir. Bu durumun
INDA ve PER molekiilleri arasindaki olas1 etkilesimlerden ve/veya soz konusu
molekiillerin caligma elektrodu ile ekilesimlerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu
nedenle bu ¢alismada INDA-PER karisimini iceren numuneler igin voltametrik tayin
yontemi gelistirilmesi miimkiin olmamistir. Asagida HKA-MOE ve HKA-ZOF ikili
karisimlarmi igeren numunelerde her bir bilesenin es zamanli tayini ig¢in gelistirilen

yontemlerle ilgili elde edilen sonuglar ve ilgili yorumlar verilmistir.

4.3.1 Es zamanh HKA —-MOE tayini i¢in voltametrik yontemler

Bolim 4.2°de hem HKA hemde MOE’nin CKE ylizeyinde elektrokimyasal aktiviteye
sahip oldugu ve bunlarmm pik potansiyellerinin bir birinden olduk¢a farkli oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.39, Sekil 4.79). Ayni1 bdliimde bu iki etken maddenin ayri-ayri
bulundugu durumlar i¢in dort voltametrik yontemin gelistirildigi ve ilaglarda, idrar ve
serumda s6z konusu yontemler kullanilarak bu molekiillerin tayin edilebilecegi
gosterilmisti. HKA —MOE ikili karisimi i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda ilk olarak
optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismalarda pH 5,0’da HKA ve MOE
karisimidan aliman DPV ve KDV voltamogramlarinda karisimdaki her bir bilesen i¢in
bir birinden iyi ayrilmis birer yiikseltgenme piki elde edilmistir (Sekil 4.103, 4.104).
Yapilan diger optimizasyon calismalarinda ikili karisim i¢in optimum kosullarin
Cizelge 4.26’da MOE i¢in verilen optimum kosullar ile ayn1 olmasi gerektigine karar
verilmigtir. Karigim i¢in yontem gelistirme calismalarinda gelistirilmesi diisiiniilen
DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAASV yontemlerinin her birinde etken maddelerden
birinin derisimi sabit tutulup digerinin derigimi degistirilerek kalibrasyon grafikleri

olusturulmus ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.103 — 4.110°da verilmistir. Hert iki
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belesenin derigimleri ayn1 anda arttirilarak ta her bir bilesen icin ayri-ayri1 kalibrasyon

grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.111 — 4.114).

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gore)
14 13 12 11 10 02 08 07 06 05 04 03 02 01 00

. "

Akim, pA

Pik Akimi, pA

0 30 100 130 200 230
Crra.uM

HKA

11

Sekil 4.103 Sabit MOE derisiminde HKA i¢in DPV voltamogramlari. I¢ grafik: HKA
derigimiile pik akimmin degisimi, (Cmoe = 195 uM, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCLU3M KCl'ye gbre)
4 13 12 L1 10 09 08 07 0§ 05 04 03 02 01 00

3

PEAF00T Crn (M) +2153 @
Ri=02954

Alam, pA

23

27

31 0 50 100 150 200 250

Crxa, uM

35

Sekil 4.104 Sabit MOE derisiminde HKA icin KDV voltamogramlar:. I¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Cmoe = 195 uM, CE: CKE)

205



Potansiyel, V (Ag/AgCV3M KCl've gbre)

14 13 12 11 18 0% 08 07 06 05 04 03 02 01 0
s0 - .
130
‘lu‘
210 i S
—_— [ 1 ip(nA)= 0,123 Cogaahl) + 33,8 .
< ; R2=09977
2 3
= < __..
200 | é
=
w0 | 4
kd
1 4
an | 0
0 500 1000 1300 2000 2300
Crga,nM
450

Sekil 4.105 Sabit MOE derisiminde HKA icin DPAAdSV voltamogramlary. i¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akimmin degisimi(Cmoe = 220 nM, CE: CKE, Ep;:
0,5 V, tyir: 180 5)

Potansiyel. V (Ag/AgCUIM KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 0% 08 07 06 05 04 03 02 01 00

100
300 |
500 pA=0311 Cry@+ 1139 P
< R*=0,2002
£ s
2 .
< 00 -
z ¥
- *’
i g .
900 | # »
150 f
0 L
- 0 300 1000 1500 2000 2300
1100 | Crxa.nM
1300 t

Sekil 4.106 Sabit MOE derisiminde HKA icin KDAAdSV voltamogramlar:. I¢ grafik:
HKA derigimi ile pik akiminin degisimi (Cvoe = 220 nM, CE: CKE, Ey;.:
0,5 V, tyir: 180 5)
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Potansiyel, V (Ag/AgCLAM KCl've gbre)
14 13 12 11 L0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5 04 03 02

0.0
15 /\ / 5
30 - HEA
e
3 - - 0.0
P(HAI=0,022 Cyca(u) + 0,056
= s R2=0,9947 *
~ 4
< -
23
g R 3
60 - é 2 ."'
z2 .
= ~*
1 Ed
*
75
e
0 50 100 150 200
Caoz. pM
MOE
9.0

Sekil 4.107 Sabit HKA derisiminde MOE i¢in DPV voltamogramlari. i¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Cqka = 8 uM, CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 0% 08 07 06 05 04 03 02

0
e —
§
< 12t
3 ip(aA)=0,098 Couos(uMD+ 0,107 ¥
= F =0,992
18 El
E -
=
bl B
6
25 .
i 48 e
80 Y A
120 0 50 100 150 200
195 Cagor, kM
30

Sekil 4.108 Sabit HKA derisiminde MOE i¢in KDV voltamogramlari. I¢ grafik: MOE
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Chka = 8 uM, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've giire)

16 15 14 13 12 11 1,0 09 08 07 06 05 04

0

100

200 |
] PEA) 0113 Cyor (WD + 14405 L
= R:=0993
3 -
= 300 300+ ..
<
s e
£ 200 &
400 E _,.‘
= e
100 ‘
s00 | ! iplnA)=0,703 Cpgg (nM) +12,707
= BF=05843
4
0 . . .
) 500 1000 1500 2000
Cagpe. M

600

Sekil 4.109 Sabit HKA derisiminde MOE icin DPAAdSV voltamogramlary. i¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi (Cuka = 50 nM, CE: CKE, Ey;:0,5

V, thir: 180 S)

Potansiyel, V (Ag/AgCUIM KCl've gire)

16 15 14 13 12 11 10 0.9 0.3 0,7 0.6 0.5 04

400

800 |
1600
= [ipmA)= 0484 Cygoz (aM)+ 607 37,
£ 1200 H R=09076
% 1200 | »
< [ .""
1600 | Eao | 4
= ¥
400 .
2000 [J ipnA)= 3067 Cocelnh)+ 3851
: RE=09021
0 500 1000 1500 2000
2400 | [MOE], nM

Sekil 4.110 Sabit HKA derisiminde MOE icin KDAAdJSV voltamogramlar:. I¢ grafik:
MOE derigimi ile pik akiminin degisimi (Cruka = 50 nM, CE: CKE, Ey;.:0,5

V, tyir: 180 S)
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Potansivel, V (Ag/AgCU3IMKCl'ye gire)

14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00
5 | ip(uA) =0.034 Cop (M) +0.04

2 Ri=0,998 _.-’
<4t
Z3t ’.-‘
=
. '.0

4 A - K
0 . . .

0 50 100 150 200
Crxa, IM

W

Pik Akimi, pA

S e bW

30

MOE

1350

100
Cae. pM

200

Sekil 4.111 Farkli derisimlerdeki MOE-HKA karisimmm DPV voltamogramlari. I¢
grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3IM KCl'ye gire)

14 13 12 11 19 09 08 07 06 085 04 03 02 01 00
4 ,\/\/—
-
< L
9 4 =L R
2 .
EL =
= = '.0
g 31 ® pm 00820, 0o
< 14 === Re=0.9578
M 0 . . !
N 0 50 100 150 200
é Comxa M
14 2
iD(uA)=0,092 CyneWM)+0.50 ]
19 35 Ff=0.9966
55 15
100 <
10 125 = .
25 185 =
24 4 48 b K4
80 5 k4
U N *
2 >
E MOE 0o 30 100 150 200
29

Sekil 4.112 Farkli derisimlerdeki MOE-HKA karisimmin KDV

voltamogramlari. I¢

grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCIUIM KCl'ye gire)
14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00

]
25
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S 100 D 500 1000 1500 2000
E HEA,
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120
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Sekil 4.113 Farkli derisimlerdeki MOE-HKA karisimimin DPAAdSV voltamogramlari.
I¢ grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarinm degisimi (CE:
CKE, Epir.:0,5 V, tyir: 180 5)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3MKCl'ye gbre)

14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00
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Ff=0,9955 .
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¥
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] 0
= 200 4 0 500 1000 1500 2000
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____________ 3 o " . L
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400 A MOE Cace.uM

Sekil 4.114 Farkl derisimlerdeki MOE-HKA karisimmin KDAAdSV voltamogramlari.
I¢ grafikler: HKA ve MOE derisimleri ile pik akimlarmnin degisimi (CE:
CKE, Eir:0,5 V, tyir: 180 S)

HKA — MOE karisimi i¢in, CKE kullanilarak tayin yontemi gelistirme ¢aligmalarinda;
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e molekiillere ait olan piklerin ortalama akimlarinin HKA ve MOE derisimi ile
dogrusal degistigi,
e kalibrasyon esitliklerinde regresyon katsayismin (R?) 0,99°dan biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve gilinler-aras1 tekrarlanabilirliklerinin
oldukga iyi oldugu
gorilmistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de karisim halde bulunan HKA ve MOE
tayini i¢in uygun oldugu veolusturulan kalibrasyon grafiklerinde;
e karisimda bulunan MOE’nin HKA’nmn kalibrasyon egimini (duyarliligini)
azalttigi,
e karisimda bulunan HKA’nin MOE’nin kalibrasyon egimini (duyarliligini)
arttirdig1 veya degistirmedigi
e her iki etken madde i¢in dogrusal ¢aligma araliginin yaklasik olarak ayni kaldigi,

sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaglar ile idrar ve serumda MOE ve HKA tayini yapilmistir. Tayin g¢alismasinda
kullanilan numune ¢6zeltileri, Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8°de belirtildigi sekilde hazirlanmis
ve bu numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.115 — 4.118’de verilmistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
14 13 12 L1 10 09 08 0.7 0.6 05 04

CKE
DEY
a) Serum + BR +4,3 pMMOE +6,5 M HEA
b) fdrar+ BR + 43 pMMOE +6,5 1M HEA
¢) Serum + BR +40 pN MOE+45 1M HEA
&) fdrar + BR + 40 NI MOE +45 pM HEA
€) Serum + BR + 105 M MOE + 110 M HKA
£y fdrar + BR + 105 pM MOE + 110 pM HKA

Sekil 4.115 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda
kaydedilen DPV voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCI3IMKCl'ye gire)
135 125 115 1,08 0,95 088 0,78 0,65 0,58 0,45

Alam, pA

1 +

) Serum + BR +4,3 pMMOE+6,5 wM HEA
byidrar + BR+ 4,3 pMMOE +6,5 pM HEA
©) Serum + BR + 40 p MOE + 45 uM HEA
dyldrar + BR +40 pM MOE + 45 nM HEA
¢) Serum + BR + 105 ph MOE + 110 pM HEA
1) fidrar + BR + 105 M MOE + 110 pM HKA

Sekil 4.116 Es zamanli MOE-HKA tayini igin yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda
kaydedilen KDV voltamogramlari

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl've gire)
145 1,35 1,25 1,15 1,05 095 0,35 0,75 0,65 0,55 045

1
e
JC
b €
3
‘—._.——'/e
e f
£
3
=
79t
CKE
DPAAISY
a) Serum +BR + 0,08 yM MOE + 0,11 pb HKA
o | ) fdrar + BR +0,08 uMMOE+0,11 pM HEA
€) Serum + BR + 0,39 yM MOE + 0,43 uM HIKA
d) fdrar + BR +0,39 yM MOE + 0,43 M HEA
¢) Serum + BR + 0,91 yM MOE + 0,95 jv HKA
1o £ idrar + DR+ 0,91 wM MOE + 0,95 uM HKA

Sekil 4.117 Es zamanli MOE-HKA tayini i¢in yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda
kaydedilen DPAAdSV voltamogramlari
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Potansiyel, V (Ag/AgCIAM KCl'ye gire)
135 125 115 L,05 095 0,85 0,75 0,65 0,55 045

Alam, nA
©
th
[

CKE
KDAAISY

a) Serum. + BR +0,08 pMMOE + 0,11 uM HEA
b) Iirar + BR +0,08 pM MOE + 0,11 u HEA
©) Serum +BR + 0,39 M MOE +0,43 M HK4
dyldrar + BR+0,39 pM MOE + 0,43 pM HEA
&) Serum. + BR +0,91 pM MOE + 0,95 uM HEA
£ fdrar + BR +0,91 M MOE + 0,95 jM HEA

145

195

Sekil 4.118 Es zamanli MOE-HKA tayini igin yapilan uygulamalarda ¢esitli ortamlarda
kaydedilen KDAAdSV voltamogramlari

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum iceren numunelerde MOE ve
HKA’nin yiikseltgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akimlarinin ilgili madde
derigimleri ile degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda MOE ve HKA tayini icin
voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Her nekadar ilaglarda
MOE ve HKA tayini i¢cin DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilse de, bu

calismada ilaglarda tayin i¢in dort yontem de kullanilmistir.

[laglarda, serumda ve idrarda MOE ve HKA tayini i¢cin hem dogrudan kalibrasyon hem
de standart katma yontemleri kullanilmigtir. Ancak her iki yontem ile elde edilen
sonuglar arasinda anlamh bir farkin olmadigi1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin
oldugu) ve fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmas1 nedeniyle

burada sadece dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Numunelerde MOE ve HKA tayini igin Oncelikle Sekil 4.103-114,’te verilen
kalibrasyon egrileri olusturulmus ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan
ilag, idrar ve serum numuneleri kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle MOE ve
HKA derisimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil

standart sapma (BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.41 — 4.43’te verilmistir.
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Cizelge 4.41 Tabletlerde MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm*, % BSS**, %
> | HKA 1,25 1,08;1,12; 1,18; 1,22; 1,27 93,9478 6,7
% MOE 7,50 6,91, 7,05; 7,31, 7,58; 7,85 97,9 +6,4 53
> | HKA 1,25 1,10; 1,15; 1,24, 1,33; 1,37 99,3+11,3 9,1
Q MOE 7,50 6,73;7,04; 7,57, 8,13; 8,36 100,9 +11,5 9,1
5) HKA 1,25 1,05; 1,20; 1,24, 1,29; 1,33 97,8 £10,7 8,8
S
g MOE 7,50 6,58, 7,45; 7,63; 7,98; 8,05 100,5 £9,8 78
5) HKA 1,25 1,07; 1,19; 1,22; 1,26; 1,29 96,6 £8,3 6,9
o
é MOE 7,50 6,65, 7,38; 7,55; 7,62; 7,95 99,1 48,0 6,5

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagl standart sapma

Cizelge 4.41°de verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimin %
10’dan daha kiiciik BSS ile % 93,9 — % 100,5 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda MOE ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Cizelge 4.42 idrarda MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Bulunan degerler, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
> | HKA 2,50 2,25; 2,26; 2,45; 2,55; 2,75 98,1+10,4 8,6
o
Q| MOE 15,00 14,12; 14,27; 15,56; 16,19; 16,25 101,9 48,5 6,7
> | HKA 2,50 2,24;2,35; 2,46; 2,67; 2,72 99,5 £10,2 8,2
@)

X | MOE 15,00 14,15; 14,95; 15,00; 15,55; 16,23 101,2 +6,4 51
5, HKA 2,50 2,15; 2,25; 2,36; 2,55; 2,55 94,989 7,5
5]

% MOE 15,00 13,55; 13,98; 14,63; 15,81, 15,81 98,4 £8,6 7,0
% HKA 2,50 2,35;2,48; 2,59; 2,67; 2,71 102,4 £7,3 57
Q MOE 15,00 13,45; 14,96; 15,21, 15,78; 15,94 100,5 £8,2 6,6

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma
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Cizelge 4.42°deki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda MOE ve HKA’nin es zamanli tayini i¢in kullanilabileceginin gostergesidir.

Cizelge 4.43 Serumda MOE-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, pg Bulunan degerler, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
> HKA 7,50 6,85; 6,93; 7,12; 7,65; 7,78 96,9 47,0 5,8
o
e MOE 45,00 43,16; 43,66; 44,86; 45,65; 47,25 99,8 +4,5 3,6
> HKA 7,50 7,05;7,12; 7,35; 7,50; 8,02 98,8 +6,4 52
@)

X MOE 45,00 43,25; 43,79; 45,20; 45,85; 45,85 99,5433 2,7
5) HKA 7,50 6,98; 7,25; 7,46; 8,05; 8,25 101,3 +8,9 7,1
]

& MOE 45,00 40,12; 42,05; 44,80; 48,05; 48,25 99,2499 8,1
% HKA 7,50 7,04;7,32; 7,49; 7,65; 7,88 99,7 £5,3 4,3
Q MOE 45,00 41,89; 43,55; 44,57, 45,52; 46,89 98,9 45,3 4,3

“ortalama + ts\NN, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Serumda es zamanli olarak MOE ve HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.43’te elde edilen
veriler, serumda bulunan tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir
Onderistirme gerektirmeksizin gelistirilen voltametrik yontemlerin uygulanmasi
durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli kesinlik ile MOE ve HKA’nin es zamanl olarak
tayin edilebileceginin gostergesidir.
Bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve icerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasoétik
numunelere,
e farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numuneler

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir
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4.3.2 Es zamanh HKA — ZOF tayini i¢in voltametrik yontemler

Bolim 4.2°de hem HKA hem de ZOFun CKE yiizeyinde elektrokimyasal aktiviteye
sahip oldugu ve bunlarin pik potansiyellerinin bir birinden olduk¢a farkli oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.39, Sekil 4.95). Ayn1 boliimde bu iki etken maddenin ayri-ayri
bulundugu durumlar i¢in dort voltametrik yontemin gelistirildigi ve ilaglarda, idrar ve
serumda s6z konusu yontemler kullanilarak bu molekiillerin tayin edilebilecegi
gosterilmisti. HKA —ZOF ikili karigimi i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda ilk olarak
optimizasyon calismasi yapilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda ikili karisim
icin optimum kosullarin Cizelge 4.36’da ZOF i¢in verilen optimum kosullar ile ayni
olmas1 gerektigine karar verilmistir. Karisim i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda
gelistirilmesi diistiniilen DPV, KDV, DPAAdSV ve KDAAdSV yontemlerinin her
birinde etken maddelerden birinin derisimi sabit tutulup digerinin derisimi degistirilerek
kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve elde edilen voltamogramlar Sekil 4.119 —
4.126°da verilmistir. Hert iki belesenin derisimleri ayn1 anda arttirilarak ta her bir

bilesen i¢in ayri-ayri kalibrasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.127 — 4.130).

Potansivel, V (Ag/AgCIYIM KCl'ye giire)
13 1.2 11 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 03

Alam, pA

<
: <
= .
3 =1} *
’..
L& p(pA0.026 Czox(pM)+ 0,392
R*=09911
ZOF o b
0 15 30 45 60 75 90 105
Czor. M

4

Sekil 4.119 Sabit HKA derisiminde ZOF icin DPV voltamogramlari. i¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Chka = 8 uM, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCIU3M KCl've gire)
13 12 11 1.0 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3
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39 | =
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=2 | .".
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Sekil 4.120 Sabit HKA derisiminde ZOF igin KDV voltamogramlari. I¢ grafik: ZOF
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Chka = 8 uM, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCIAM KCl'ye gbre)
13 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 03
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Ei A= 0267 Caor (M) + 64,83
= - RE=0.9941
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»
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Sekil 4.121 Sabit HKA derisiminde ZOF i¢cin DPAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
ZOF derisimi ile pik akiminin degisimi (Cuka = 50 nM, CE: CKE, Ey;:0,5
V, tyir: 180 S)
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Potansiyel. V (Ag/AgCl/AM KCl'ye gire)
13 12 1.1 1,0 0.9 08 0,7 0.6 0,5 04 03

0
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300 |
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2 4ol
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500 | )
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600 | T
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170 DAY= 0502 Cane (uh) + 154,61
R =0.9393
700 |
0 125 230 375 500 625 730 873 1000
ZOF Cror.nM
800

Sekil 4.122 Sabit HKA derisiminde ZOF igcin KDAAdSV voltamogramlari. i¢ grafik:
ZOF derisimi ile pik akimimnin degisimi (Cpyka = 50 nM, CE: CKE, Ey;:0,5
V, tyir: 180°3)

Potansiyel, V (Ag/AgCI3AM KCl'ye gire)
1.1 Lo 0.9 0.8 0,7 0.6 0.5 0.4 0.3 0,2 0.1
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HEA £ 138 -
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5 f\p(pA}:D:DDS Crma (UMD + 0,613
o2gl , , , FE=08es
g V zor 0 50 100 150 200 230
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Sekil 4.123 Sabit ZOF derisiminde HKA i¢in DPV voltamogramlari. i¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Czor = 100 uM, CE: CKE)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl'ye giire)
1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1
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™
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2 .".-"

ip(pA)=0.013 Coge (M) +0,5342
Rf=0,9905

u DD 30 100 150 200 250

Pik Akimi, pd

ZOF Crra. uM

Sekil 4.124 Sabit ZOF derisiminde HKA i¢in KDV voltamogramlari. i¢ grafik: HKA
derigimi ile pik akiminin degisimi, (Czor = 100 uM, CE: CKE)

Potansivel, V (Ag/AgCLI3M KCl've gire)
1.1 1.0 0.9 0.8 0,7 0,6 0.5 04 03

150 | =

300
=
=
- ip(na) =006 G, (M) + 138,82 o
- r RE=0,9926
2500 .
450 250 .
\ i &
HEA 200 »
S 4
E 150 :
2 roa
o -
600 = 100 ".’
50 W ip(na) =025 Cyu(n) +43,80
L L R#=0,9889
ZOF 090 500 1000 1500 2000 2500
Cura.nhd
750

Sekil 4.125 Sabit ZOF derisiminde HKA icin DPAAdSV voltamogramlari. I¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akimmin degisimi (Czor = 1 uM, CE: CKE, Epi: 0,5
V, tyir: 180 S)
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Potansivel, V (Ag/AgCI3M KCl've giire)
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Sekil 4.126 Sabit ZOF derisiminde HKA igcin KDAAdSV voltamogramlari. i¢ grafik:
HKA derisimi ile pik akimmin degisimi (Czor = 1 uM, CE: CKE, Epi: 0,5
V, tyir: 180°3)

Potansivel, V (Ag/AgCUIM KCl've gire)
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Sekil 4.127 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminmm DPV  voltamogramlari. I¢
grafikler: ZOF ve HKA derigimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCU3MKCl've giire)
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Sekil 4.128 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin KDV voltamogramlari. ¢
grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlarinin degisimi (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye gire)
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Sekil 4.129 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin DPAAdSV voltamogramlari.
I¢ grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlarmin degisimi (CE:

CKE, Epir: 0,5V, tyir: 180 S)
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Potansiyel, V (Ag/AgCUIM KCl'ye gore)
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Sekil 4.130 Farkli derisimlerdeki ZOF-HKA karisiminin KDAAdSV voltamogramlari.
I¢ grafikler: ZOF ve HKA derisimleri ile pik akimlarinmn degisimi (CE:
CKE, Epir.:0,5 V, tyir: 180 5)

ZOF — HKA karisimi i¢in, CKE kullanilarak tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;
e molekiillere ait olan piklerin ortalama akimlarmin ZOF ve HKA derisimi ile
dogrusal degistigi,
e kalibrasyon esitliklerinde regresyon katsayisiin (RZ) 0,98den biiyiik oldugu
e pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirliklerinin
olduke¢a iyi oldugu
goriilmiistlir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de karisim halde bulunan HKA ve MOE
tayini i¢in uygun oldugu veolusturulan kalibrasyon grafiklerinde;
e karisimda bulunan ZOF’un HKA’nin kalibrasyon egimini (duyarliligini)

azalttigi,

e karisimda bulunan HKA’nin ZOF’un kalibrasyon egimini (duyarliligini)
arttirdig1 veya degistirmedigi
e her iki etken madde i¢in dogrusal ¢aligma araligmin yaklasik olarak ayni kaldigi,

sonucuna varilmistir.
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Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen dort yontem ile piyasadaki mevcut
ilaclar ile idrar ve serumda ZOF ve HKA tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda
kullanilan numune ¢ozeltileri, Boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de belirtildigi sekilde hazirlanmig
ve bu numunelerin ilgili yontemler kullanilarak voltamogramlari alimmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.131 — 4.134’te verilmistir.

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl'ye giire)
13 12 L1 10 0.9 08 0.7 0.6 0.5 0.4

30

Alam, nA

CKE
DRV
a) Serum + BR + 8,5 pb ZOF +28,0 M HEA
b fdrar + BR +8,5 uM ZOF +28,0 ;M HKA.

©) Serum +BR +34,0 M ZOF +35,0 uM HEA
) ldrar + BR + 34,0 pM ZOF + 85,0 pv HEA
&) Serum + BR + 60,5 pM ZOF + 160,0 pM HEA
yldrar + BR+60,5 M ZOF + 160,0 M HEA

Sekil 4.131 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
DPYV voltamogramlar1 (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCU3M KCl've gire)
11 1,0 09 0.8 0,7 0.6 0,5 04

CKE
KDV

) Serum + BR +8,5 uM EOF + 28,0 pM HKA

h)idrar + BR +8,5 uM ZOF + 28,0 yM HKA

) Serum + BR + 34,0 M ZOF + 85,0 iM HKA

@) fidrar + BR + 34,0 uM ZOF +85,0 uM HKA

£) Serum + BR + 60,5 p ZOF + 160,0 M HKA

D idrar + BR + 60,5 pM ZOF + 10,0 pM HKA

16

Sekil 4.132 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
KDV voltamogramlar1 (CE: CKE)
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Potansiyel, V (Ag/AgCl/AM KCl'ye gire)
13 12 L1 1.0 09 03 0.7 0.6 05 04
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B idrar + BR + 0,085 pM ZOF + 0,20 uM HKA
©) Serum + BR + 0,36 pM ZOF +0,74 M HKA
@) firar + BR + 0,36 pM ZOF +0,74 jM HKA
&) Serum + BR +0,65 M ZOF + 1,70 pM HKA
1) idrar + BR + 0,5 uM ZOF + 1,70 ypM HKA

360

Sekil 4.133HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
DPAAdSV voltamogramlar1 (CE: CKE)

Potansiyel, V (Ag/AgCLY3IM KCl'ye gire)
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©) Serum + BR +0,36 M ZOF + 0,74 nM HEA

&) idrar + BR + 0,36 uh ZOF + 0,74 ubl HKA

&) Serum + BR + 0,65 ph EOF + 1,70 phf HK4

£ drar + BE + 0,65 pM ZOF + 1,70 uhl HKA

600 -

750 |

Sekil 4.134 HKA’nin ve ZOF’un es zamanli tayinindegesitli ortamlarda kaydedilen
KDAAJdSYV voltamogramlari (CE: CKE)

Verilen dort sekildeki voltamogramlardan, idrar ve serum i¢eren numunelerde ZOF ve
HKA’nn yiikseltgenmesine ait piklerin belirgin oldugu ve pik akimlarinin ilgili madde
derisimleri ile degistigi, ilaglarda, idrarda ve serumda ZOF ve HKA tayini igin

voltametrik yontemlerin gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir. Her nekadar ilaglarda
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ZOF ve HKA tayini i¢in DPV ve KDV yontemlerini yeterli oldugu diisiiniilse de, bu

calismada ilaglarda tayin i¢in dort yontem de kullanilmustir.

[laglarda, serumda ve idrarda ZOF ve HKA tayini i¢cin hem dogrudan kalibrasyon hem
de standart katma yontemleri kullanimistir. Ancak her iki yontem ile elde edilen
sonuglar arasinda anlamli bir farkin olmadig1 (egim degerlerinin bir birine ¢ok yakin
oldugu) ve fazla sayida numuneye uygulanmasi daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle

burada sadece dogrudan kalibrasyon yonteminde elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Numunelerde ZOF ve HKA tayini i¢in oncelikle Sekil 4.119-130°da verilen kalibrasyon
egrileri olusturulmus ve boliim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildig1 gibi hazirlanan ilag, idrar ve
serum numuneleri kullanilarak dogrudan kalibrasyon yontemiyle ZOF ve HKA
derisimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve bagil

standart sapma (BSS) degerleri ile birlikte Cizelge 4.44 — 4.46°da verilmistir.

Cizelge 4.44 Tabletlerde ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Tablet degeri, mg Bulunan degerler, mg Geri Kazamm', % | BSS™, %
> | HKA 12,5 11,00; 11,50; 12,20; 13,20; 13,80 98,7 +11,6 9,4
o
Q| zoF 30,0 26,00; 27,25; 28,00; 30,25; 32,00 95,749,9 8,4
> | HKA 12,5 11,20; 11,55; 12,44 13,50; 13,80 99,9 +11,4 9,2
@)

X | ZOF 30,0 26,41, 28,15; 28,75; 30,11; 30,75 96,1 £7,2 59
5) HKA 12,5 10,52; 12,50; 12,80; 13,10; 13,30 99,6 +11,1 8,9
o

% ZOF 30,0 26,60; 27,85; 30,00; 30,00; 30,55 96,6 +7,1 59
% HKA 12,5 11,20; 11,70; 12,40; 13,20; 13,80 99,7 +£10,6 8,5
Q ZOF 30,0 27,15; 28,56, 30,25; 31,00; 33,00 99,949,3 7,5

“ortalama + ts\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.44’te verilen veriler incelendiginde, biitiin yontemlerde geri kazanimm %
10’dan daha kiigiik BSS ile % 95,7 — % 99,9 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da
gelistirilen voltametrik yontemlerin ilagclarda ZOF ve HKA’nin es zamanl tayini i¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

225



Cizelge 4.45 Idrarda ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, ng Bulunan degerler, pg Geri Kazamm', % | BSS™, %
> | HKA 25,0 21,50; 22,50; 24,30; 25,20; 27,60 96,9 +11,9 9,9
o
e ZOF 60,0 54,54, 55,02; 57,45, 60,00; 62,58 96,5 £7,0 59
> | HKA 25,0 22,31, 23,79, 25,12, 26,38; 27,12 99,8 £9,7 78
[m)

X ZOF 60,0 51,08; 54,30; 57,12; 59,55; 59,87 93,9 47,7 6,6
5) HKA 2,5 2,18; 2,29; 2,40; 2,52; 2,75 97,1 £10,9 9,1
S

% ZOF 6,0 5,14, 5,31; 6,00; 6,17; 6,51 97,1 £12,0 9,9
% HKA 2,5 2,38;2,45; 2,54, 2,71, 2,80 103,0 £8,8 6,8
Q ZOF 6,0 5,31;5,87; 5,99; 6,17; 6,51 99,3 49,2 7,4

“ortalama + 1s\N, %95 giiven sevivesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagl standart sapma

Cizelge 4.45°teki veriler ise, idrar numunelerine idrarda bulunabilecek derisimde tablet
cozeltilerinden eklenerek dogrudan kalibrasyon yontemi ile elde edilen degerlerdir. Bu
cizelgede verilen BSS ve geri kazanim degerleri gelistirilen voltametrik yontemlerin

idrarda ZOF ve HKA’ nin es zamanl tayini i¢in kullanilabileceginin géstergesidir.

Cizelge 4.46 Serumda ZOF-HKA analizine ait sonuglar.

Yontem Eklenen, Bulunan degerler, ug Geri Kazamim', % | BSS™, %
ng
> HKA 50,0 45,69; 47,96; 53,09; 54,36; 55,16 102,5 +10,1 8,2
5 ZOF 120,0 105,1; 108,7; 116,4; 120,5; 124,1 95,8 +8,2 6,9
> HKA 50,0 42,69; 46,87; 49,87; 53,29; 54,61 98,9 £12,0 9,8
Q ZOF 120,0 116,9; 120,9; 125,1; 128,5; 131,8 103,9 +6,2 4,8
g 5) HKA 5,0 4,48; 4,82; 5,02; 5,42; 5,48 100,9 £10,4 8,3
% © ZOF 12,0 11,15; 11,83; 12,04; 12,97, 13,10 101,8 £8,5 6,7
<D( 5) HKA 5,0 4,52; 4,88; 5,04; 5,29; 5,44 100,7 £8,9 7,2
X g ZOF 12,0 10,77; 11,80; 11,90; 12,48; 13,68 101,1 £11,0 8,8

“ortalama + ts/\N, %95 giiven seviyesinde ~ Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Serumda es zamanli olarak ZOF ve HKA tayini ile ilgili Cizelge 4.46’da elde edilen
veriler, serumda bulunan tiirlerin her hangi bir bozucu etkisi olmaksizin ve bir

onderistirme gerektirmeksizin gelistirilen voltametrik yOntemlerin uygulanmasi
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durumunda yiiksek dogruluk ve yeterli kesinlik ile ZOF ve HKA’nin es zamanl olarak

tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuglara gore, gelistirilen voltametrik tayin yontemlerinin;
e kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasotik
numunelere,
e farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaclar i¢in idrar, serum ve kan gibi
biyolojik numunelere,
e farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaclar i¢in doku ve organlardan
hazirlanan numunelere

giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda bazi ilag etken maddelerinin elektrokimyasal davraniglari ilk kez
incelenmis Vve elektrokimyasal indirgenme ve/veya elektrokimyasal yiikseltgenme
mekanizmalar1 Onerilmistir. Ayrica s6z konusu ilag etken maddeleri i¢in voltametrik
tayin yontemleri gelistirilmis ve analitik uygulamalar1 yapilmistir. Tez ¢alismasinin

onemli sonuglar1 ve konu ile ilgili baz1 6neriler su sekilde siralanabilir:

e HKA molekiillerinin ADCE ylizeyinde elektrokimyasal aktiflige sahip omadigi,
CKE yiizeyinde tersinmez ve 2¢/2H" aktrimi sonucunda difiizyon kontrollii bir

mekanizma ile yiikseltgendigi belirlenmistir.

e INDA molekiillerinin hem ADCE hem de CKE yiizeyinde elektrokimyasal
olarak aktif oldugu, ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir, 2e/2H"
aktrimu ile gergeklestigi, mekanizmaya hem adsorpsiyonun hemde difiizyonun
katkisiin oldugu belirlenmistir. CKE yiizeyinde ise tersinmez ve diflizyon

kontrollii bir mekanizma ile 26 /2H" aktrim1 sonucu yiikseltgendigi anlasilmustir.

e PER moelkiillerinin ADCE yiizeyinde 2¢/2H" aktrimi sonucu tersinir olacak
sekilde indirgendigi ve CKE ylizeyinde elektrokimyasal olarak aktif olmadigi

belirlemistir.

e MOE molekiillerinin hem ADCE hem de CKE yiizeyinde elktrokimyasal olarak
aktif oldugu, ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir, 2e /2H" aktrimu ile
adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigi, CKE yiizeyinde ise tersinmez ve
difiizyon kontrollii bir mekanizma ile 2e72H" aktrim sonucu yiikseltgendigi

gorilmiistiir.

e ZOF molekiillerinin de hem ADCE hem de CKE yiizeyinde elktrokimyasal
olarak aktif oldugu, ADCE yiizeyinde biri tersinir ve adsopsiyon kontrolli,

digerleri diflizyon kontrollii ve tersinmez olan {i¢ indirgenme pikine sahip
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oldugu belirlenmistir. CKE yiizeyinde ise tersinmez ve diflizyon kontrolli bir

mekanizma ile 2e7/2H" aktrimi sonucu yiikseltgendigi tahmin edilmektedir.

Elektrokimyasal davranis belirleme g¢aligmalarinda elde edilen parametrelerle
birlikte her bir yonteme ait performans parametreleri optimize edilerek tez
kapsamindaki ila¢ etken maddelerinin nicel tayini i¢in voltametrik yontemler

gelistirilip valide edilmis ve bu yontemlerin analitik uygulamalar1 yapilmistir.

Ilag gelistirme, kalite ve icerik kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek
derisimlerde ila¢ iceren ¢alisma numunelerinin kullanimmin olas1 oldugu
durumlaradaki nicel tayinlerde, dogrudan voltametrik yontemlerin; idrar ve
serum gibi eser miktarda elektroaktif madde icerdigi bilinen numunelerdeki
nicel analiz calismalarinda ise, adsorptif siyirma yontemlerinin kullanilmasinin

gerekli oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen ila¢ etken maddelerinin canli biinyedeki
rahatsizhigin tedavisinde elektron alis/verisine katildigi belirlenirse, bu ilaglarin
etki mekanizmalarinin anlagilmasinda, yan etkilerinin belirlenip bertaraf
edilmesinde ve tedavi etkinliginin arttitilmasinda elektrokimyasal davranig ve
indirgenme/yiikseltgenme ozelliklerinin 6nemli yer tutacagi agiktir. Buna gore
HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF molekiillerinin etki mekanizmalarmnin;
metabolitlerinin bazi1 6zelliklerinin, hedef ve etkiledigi organlarin ve vucuttan
elemine edilme yolu ve formunun belirlenmesinde elektrokimyasal ¢alismalarin

sonuglarmin 6nemli olabilecegi diisiintilmektedir.

Yeni ilag sentezi ve eldeki ilaclarin modifiye edilmesinde; tedavi etkinliginin
arttirilmasina  yonelik  caligmalarda, geleneksel yontemlerin  yaninda
elektrokimyasal yontemlerin de alternatif bir yol olabilecegi diisliniilmektedir.
Zira elektrokimyasal yontemler kullanilarak, gerekli elektrot ve ¢ozelti
bilesiminde, bazi ara irlinlerin ve radikalik tiirlerin olusturulabilecegi,
indirgenme/yiikseltgenme mekanizmalarmin belirlenebilecegi agiktir. Yapilan
calismalarmsonuclar1 bu baglamda degerlendirildiginde; HKA, INDA, PER,

MOE ve ZOF molekiillerinin elektrokimyasal yontemler kullanilarak modifiye
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edilebilecegi, bu molekiillere mevcut 6zelliklerinin yaninda bazi 6zelliklerin
kazandirilabilecegi, boylelikle tedavi edici Ozelliklerinin degistirilebilecegi

ongorilmektedir.

Genetik bozukluklar sonrasi goriilen ve/veya genetik bozukluklara sebep olan
saglik problemlerinin erken teshisinde ve tedavi asamasinda elektrokimyasal
calismalar Onemli bir role sahip olabilir. Soyle ki, s6z konusu saglik
problemlerinin DNA ve RNA’nin yapisinda bazi degisikliklere sebep oldugu
bilinmektedir. Olas1 rahatsizliklarin etkiledigi DNA/RNA dizisinin ilag etken
maddeler ile etkilesimleri elektrokimyasal yontemler ile incelendiginde, bazi
yapisal degisikliklerin sekli, mekanizmasi, hizi ve olusan ara diiriinlerin
kararliliklari ile ilgili bilgilerin elde edilebilecegi ongoriilebilir. Genetik kaynakli
baz1 rahatsizliklardan sorumlu genetik materyalin (DNA/RNA) HKA, INDA,
PER, MOE ve ZOF ile etkilesimleri ve bu etkilesimlerin DNA/RNA’nin
elektrokimyasal davranigma etkisi incelenerek, s6z konusu ila¢ etken
maddelerinin antihipertansif etkinliklerinin yaninda diger bazi rahatsizliklarin

tedavisinde de etkinlige sahip olup olmadigi hakkinda bilgi edinilebilir.

[lag etken maddelerin elektrokimyasal davranislarinin incelenmesi sonucu elde
edilen veriler ve parametrelerin; ilacin tayinine, saglik probleminin canli
biinyede sebep oldugu bazi degisikliklerin teshisine ve ilag-saglam doku, ilag-
hasarli doku arasindaki etkilesimin belirlenmesine yonelik biyosensor
tasarlanabilecegi  diisiiniilmektedir. HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF
molekiillerinin etkiledigi doku ve organlarin, s6z konusu ilag etken madeleri ile
etkilesmeden Onceki ve etkilesim sonrasindaki elektrokimyasal davranislarinin
farki degerlendirilerek, bu ilaclarm hedef doku ve organlardaki etkilerinin

belirlenebilecegi soylenebilir.

Elektrokimyasal = davranisin  incelenmesinde  ve  deneysel  verilerin
degerlendirilerek olasi tepkime mekanizmasmin Onerilmesinde, molekiile ait
teorik hesaplamalarm 6nemli bir yere sahip oldugu disiiniilmektedir. Ciinkdi, bir
maddenin elektron alis/verisine katilan orbitallerinin HOMO—-LUMO orbitalleri

oldugu ve radikalik ara friinlerin olusumunda SOMO orbitallerinin bagil
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enerjilerinin onemli oldugu bilinmektedir. Mekanizma Onerme ve ara iiriin
analizine yoOnelik caligmalarda molekiile ait bu orbital gruplarinin ve bu
gruplarm bagil enerjilerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda tez
calismasinda HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF molekiillerinin elektrokimyasal
davraniglarinin belirlenmesinde teorik hesaplamalar ilk kez kullanilmis ve
deneysel sonuglar hesaplama sonuglar1 ile desteklenerek epkime mekanizmalari
Onerilmistir. Bunun yaninda sézkonusu mekanizmalarin daha ayrintili ve dogru
sekilde aydinlatilmasi i¢in olasi ara {irtinlere ve aktiflesmis komplekslere ait
hesaplamalarin da yapilmast ve en olast mekanizmalarin belirlenmesinin

miimkiin oldugu diistiniilmektedir.

Gerekli 6n caligmalar yapildiktan sonra gelistirilen voltametrik yontemlerin
tayin ve teshis i¢cin kullanilacak olmasi durumunda, elektrokimyasal ¢aligma
sistemlerinin yerinde anliz ve 6l¢iim i¢in tasinabilecegi ve kurulumunun oldukg¢a
basit oldugu bilinmektedir. Bu baglamda; HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF
tayini i¢in gelistirilen voltametrik yOntemlerin s6z konusu ilaclar1 kullanan

hastalarin bulunduklar1 yerde tayin ¢alismalariyapilabilir.

Voltametrik tayin yOontemi gelistirme c¢alismalarinda kullanilan geleneksel
calisma elektrotlarmin potansiyel araliginda elektrokimyasal aktiflige sahip
olmayan ila¢ etken maddelerinin tayini ve ayni potansiyelde indirgenme ve/veya
yiikseltgenme pikine sahip maddelerin es zamanli tayinine yonelik yapilacak
caligmalarda, modifiye elektrotlarin ve film elektrotlarin kullanilmas1 6nemli bir
alternatif olarak one ¢ikmaktadir. Buna gore ADCE yiizeyindeki indirgenme
pikleri ayrilamayan INDA ve PER’in es zamanli tayini igin alternatif calisma
elektrotlarinin (modifiye, film veya kompozit elektrotlar gibi) gelistirilmesine
yonelik  calismalarin  yapilmasmin  olumlu  sonuglar  verebilecegi

diistiniilmektedir.

Elektrokimyasal c¢aligmalarmn  gerekli modifikasyonlar ve iyilestirmeler
yapildiktan sonra tekli ve g¢oklu tayinlerde geleneksel olarak kullanilan ve

kullanilmas1 esnasinda olduk¢a fazla kimyasalin harcandigi, bazi durumlarda
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yeterli gozlenebilme sinirlari icin oldukga maliyetli bilesenlerin kullanilmasini

zorunlu kilan kromatografik yontemlere alternatif olabilir.

Elektrokimyasal c¢alismalarda pik potansiyelleri yeterince ayrilamayan
maddelerin es zamanl tayini icin elektrokimyasal yontemlerin kromatografik
sistemler ile kombine halde kullanilanilabilecegi, boylelikle, kromatografik
yontemlerin aymrma giicii ile elektrokimyasal yontemlerin daha diisiik
derisimlerde c¢alisabilme olanagi birlestirilmis olacagindan, daha etkin
analizlerin  yapilabilecegi disiiniilmektedir. Bunun i¢in, kromatografik
sistemlere dedektor olarak voltametrik siyirma yontemlerinin adapte edilmesi;
HKA, INDA, PER, MOE ve ZOF tayininin yaninda diger kromatografik ve
elektrokimyasal tayinlere her iki yontemin {stiinlikklerini birlestirerek yeni

yontemlerin ortaya ¢ikarilmasina olanak saglayacagi diistiniilmektedir.
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