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Bu c¢aligmanin ilk kisminda, depresyon tedavisinde kullanilan reboksetin (RBK) ve
moklobemidin (MKB) elektrokimyasal indirgenme/yiikseltgenme davranislar1 incelenip bu
etken maddelerin ¢esitli ortamlarda tayini i¢in voltametrik yontemler gelistirilmistir. Maddelerin
indirgenme davranigi asili damla civa elektrot (ADCE); yiikseltgenme davranigi ise camsi
karbon elektrot (CKE) kullamlarak incelenmistir. iki etken madde igin aktarilan elektron sayis,
tepkimeye katilan proton sayisi gibi bazi parametreler hesaplanmig ve indirgenme/yiikseltgenme
icin olast elektrot tepkime mekanizmalari onerilmistir. Her iki maddenin elektrokimyasal
davranisinin adsopsiyon kontrollii oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, kare dalga voltametri (KDV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV)
yontemlerinin dogrudan ve adsorptif siyirma basamaklar1 (KDKAASV ve DPKAdSV)
kullanilarak reboksetin ve moklobemid igin ¢esitli nicel tayin yontemleri gelistirilmistir. MKB
ve RBK tayini i¢in ADCE kullanilarak KDV, KDKAdSV, DPV ve DPKAdSV yontemleri;
CKE kullanilarak ise, sadece KDV yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Gelistirlen tim
yontemlerle tabletlerde etken madde analizleri yapilmis, yaklasik % 100 geri kazanim verimleri
elde edilmistir. Bu yontemlerin ilag tabletlerinin kalite kontroliinde basarili bir sekilde
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Gelistirilen bazi yontemlerin dogrusal caligma araliklar
fizyolojik ortamlardaki etken madde derisimlerine uygun olmasina ragmen, her iki etken
maddenin serum proteinlerine kuvvetle baglanmasi nedeniyle, herhangi bir 6n islem yapilmadan
bu maddelerin gelistirilen yontemlerle tayininin mimkiin olmadigi gorilmistiir. Sadece
RBK’nin idrar numunelerinde analizinin DPKAdSV yontemiyle yiiksek bir dogrulukla
yapilabilecegi gosterilmistir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerle elde edilen sonuclarla karsilastirilmis ve % 95 giiven seviyesinde
aralarinda anlaml bir farkin olmadig: belirlenmistir. Ayrica, MKB ve RBK’nin bovin (sigir)
serum albiimin (BSA) ile etkilesimi voltametrik yontemlerle incelenerek, bu etken maddelerin
proteinlere kuvvetle baglandigi da gosterilmistir. Bu tiir ¢alismalarin ilaglarin farmakolojik
davranislarimin aydinlatilmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir.

Temmuz 2011, 131 sayfa

Anahtar Kelimeler: Moklobemid, reboksetin, tayin, ilag, serum, idrar, voltametri



ABSTRACT
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DEVELOPING ELECTROCHEMICAL METHODS FOR THE
DETERMINATION OF SOME ANTIDEPRESSANT DRUG ACTIVE
INGREDIENTS AND THEIR ANALYTICAL APPLICATIONS

Deniz ALTUNOZ ERDOGAN

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

Supervisor: Prof.Dr. Esma KILIC

In the first step of this study, the electrochemical reduction and oxidation behaviours of
reboxetine (RBX) and moclobemide (MCB) that are used for the treatment of depression were
examined and some voltammetric methods were developed for determining those substances in
the different mediums. The reduction behaviours of the substances were examined by using
hanging drop mercury electrode (HDME) and oxidation behaviours were by using glassy carbon
electrode (GCE). At the end of first phase of the experiments, the parameters of electron and
proton were examined and calculated for both substances and probable electrode reactions
mechanisms for the reduction and oxidation were defined. It is determined that electrochemical
behaviours of both substances were adsorption controlled.

In the second step of the study, quantitative detection methods were developed for both
substances by using square wave voltammetry (SWV) and differential pulse voltammetry
(DPV) in two different steps both direct and adsorptive stripping (SWCAdSV and DPCAdSV) .
SWV, SWCAdSV, DPV and DPCAdSV methods were employed to determine REB and MOC
by using HDME, and only SWV method was employed by using GCE. Active substance
analyses were conducted on the tablets for all methods employed and approximately one
hundred percent of recovery efficiency rate was obtained. It is concluded that these methods can
successfully be applied for quality control of these tablets. Although the linear working ranges
of some methods developed in this study are suitable for active substance concentration
analyses in the physiological mediums, it is observed that it is not possible to determine the
substances by using the methods developed, unless pre-treatment, because of the strong bonds
of both substances with the serum proteins. It is demonstrated that only DPCAdSV method can
give high accuracy for analysis of REB in urine samples. The results obtained through the
experiments were compared with the spectrophotometric and chromatographic methods in the
literature and it is observed that there is no meaningful difference between them, within the 95%
confidence interval. Also it is proved that these substances strongly bonded with the proteins by
examining interaction of substances and bovine serum albumin (BSA) with voltammetric
methods. It is proven that this kind of experiments can be used for the explanation of
pharmacological behaviours of the drugs.

July 2011, 131 pages
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

T Pi sayis1 (3,14)

r Yiizey kaplama katsayisi

[O] Yiikseltgenmis tiiriin denge derisimi (mol cm™, mol L™)
[R] Indirgenmis tiiriin denge derigimi (mol cm™, mol L™)
A Elektrodun yiizey alani (sz)

ADCE Asili damla civa elektrot

AdKSV Adsorptif katodik styirma voltametri

AdSV Adsorptif styirma voltametri

ASV Anodik siyirma voltametri

BE Bulk elektroliz

BP Ingiliz Farmakopesi

BR Britton-Robinson tamponu

BSA Bovin (s18ir) serum albmiimin

BSS Bagil standart sapma

C Analitin derisimi (mol cm™, mol L)

CK Cams1 karbon

CKE Cams1 karbon elektrot

D Difiizyon katsayisi (cm?.s™)

DP Diferansiyel puls

DPAdSV Diferansiyel puls adsorptif siyirma voltametri
DPKAdSV Diferansiyel puls katodik adsorptif siyirma voltametri
DPV Diferansiyel puls voltametri

DSM-1V Ruhsal Bozukluklarm Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi
DV Doniisiimlii voltametri

Ep Baslama potansiyeli

Epir Biriktirme potansiyeli

Eq Donme potansiyeli

EP Avrupa Farmakopesi

Ep Puls genligi (V)

Epa Anodik pik potansiyeli (V)

Vi



Epx Katodik pik potansiyeli (V)

Es Bitis potansiyeli

E; Puls periyodu

F Faraday sabiti (96485 C)

f Frekans

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografi

Ip Pik akimi1 (A)

Ipa Anodik pik akimi (A)

Ipk Katodik pik akimi (A)

KD Kare dalga

KDAdS Kare dalga adsorptif siyirma

KDAdSV Kare dalga adsorptif siyirma voltametri

KDKAdSV Kare dalga katodik adsorptif siyirma voltametri

KDV Kare dalga voltametri

KK Kronokulometri

LOD Gozlenebilme sinir1

LOQ Alt tayin sinir1

m Kalibrasyon dogrusunun egimi

MKB Moklobemid

n Aktarilan elektron sayisi

N Numune sayis1

NPV Normal puls voltametri

Q Toplam yiik (C)

R ideal gaz sabiti (J K™ mol™)

R? Regresyon katsayis1

RBK Reboksetin metansiilfonat

S Standart sapma

Sh Kalibrasyon dogrusunda baglangi¢ ordinatinin standart
sapmasi

T Sicaklik (K)

t Zaman ()

th Bekleme siiresi

vii



toir Biriktirme siiresi (s)

tp Puls siiresi

USP Amerikan Farmakopesi

Vv Potansiyel tarama hiz1 (V/s)

VK Varyasyon katsayisi

a Katodik yiik aktarim katsayisi
Anodik yiik aktarim katsayisi

AE Basamakli adim yiiksekligi (V)

o Mekanizmaya katilan proton sayisi (mol proton/mol
molekiil)

viii
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde toplumsal bir saglik sorunu haline gelen depresyon, verimlilik ve is giicii
kaybmin yanisira, tedavi siireciyle birlikte ekonomik kayiplara da yol agmaktadir.
Toplumumuzun genelinde hastalik olarak nitelendirilmeyen, dolayisiyla tedavi yoluna
gidilmeyen depresyon; fiziksel, biyokimyasal ve ruhsal degisimlere neden olarak
kroniklesmekte ve kisiye dogrudan ya da dolayli olarak zarar vermektedir. Depresyonun
alkol ve madde kullanimiyla birlikte intihar egilimini artirdig1; birgok medikal hastaligin
kaynagi oldugu ya da mevcut bir hastaligi olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir.
Dolayistyla depresyon, en kisa siirede ve en dogru yontemle tedavi edilmesi zorunlu bir

hastaliktir.

Depresyonun tedavisinde kullanilmak tizere giiniimiizde cesitli antidepresan ilaglar
tiretilmektedir. Ayrica, yeni ilag gelistirme calismalari da hizla siirdiiriilmektedir. Bu
calismalar ile farkli etki mekanizmalart olan, yan etkileri azaltilmis ilaglarin kullanima
sunulmasi hedeflenmektedir. Depresyonun kaynaginin ve antidepresan ilaglarin etki
mekanizmalarinin tam olarak aydinlatilamamis olmasindan dolayr antidepresan ilacin
tedavi silirecindeki bagar1 ylizdesi hastaya bagli olarak degismektedir. Segilen ilacin etki
alanmin, etki giicliniin, dozunun, kullanim siiresinin, yan etkilerinin, diger ilaglarla
etkilesiminin ve toksik etkilerinin tedavinin basarisi agisindan iyi arastirilmasi gerekir.
Ilag gelistirme faaliyetlerinde genel olarak ilag formiilasyonundaki etken maddenin
fiziksel ve kimyasal ozellikleri, saflik derecesi, miktari, kararliligi, metabolizmasi,
fizyolojik ve biyokimyasal sistemlere etkileri, yan etkileri ve etkilesimleri arastirilir. Bu
noktada, validasyonu yapilmis, diisiik maliyetli, hassas ve hizli ilag analiz yontemlerine

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Arastirma, gelistirme ve kalite kontrol ¢calismalarinda kullanilmak {izere bilinen pek ¢ok
etken madde ve ilag¢ i¢in gelistirilmis analiz yontemleri, Amerikan Farmakopesi (USP)

ile Avrupa Farmakopesi (EP) ve Ingiliz Farmakopesi (BP)’de yaymlanmaktadir.

Analiz yontemleri, olusturulan ilag formunda yeralan (tablet, kapsiil vb) etken maddenin

tanimlanmasinda, beyan edilen dozun nicel analizinde ve her ila¢ formundaki dozun



ayniligmi (icerik tekdiizeligi) kanitlamak amaciyla kullanilmaktadir. Coziinme testleri
ilag formiilasyonu gelistirme ve kararlilik calismalarinda ftriin tutarliligimi kontrol
amaciyla standartlastirllmis kosullarda etken maddenin saliniminin 6l¢lilmesi ig¢in
kullanilir. Elde edilen in-vitro degerler klinik ¢alismalarda kati doz formlarindaki in-
vivo bioyararlanim ile bagdastirilabilir (Dong 2006). Etken maddelerin analizinin yan
sira ila¢ formunda bulunan koruyucularin nicel analizinin yapilmasi da ilacin raf
omriiniin belirlenebilmesi agisindan onemlidir. Diger yandan ilacin safliginin ve
kararliliginin saglanabilmesi i¢in iiretim siirecinden kaynaklanabilecek safsizliklarin ve
bulagsmalarin izlenmesi de gereklidir. Ayrica, klinik ¢aligmalarda deney hayvanlarindan
ve goniillii insanlardan saglanan fizyolojik sivilarda (plazma, serum ve hiicre oziitleri)

ila¢ ve olas1 metabolitlerinin tayini i¢in de analiz yontemleri kullanilmaktadir.

Gelistirilen yeni etken maddeler i¢cin mevcut analiz yontemlerinin daha giivenilir,
duyarli ve uygun maliyetli hale getirilebilmesi 6nem tasimaktadir. Gelisen teknoloji,
kullanim1 kolay, hizli cevap verebilen, otomasyona elverigli ve yiiksek duyarlilikta yeni
cihaz ve tekniklerle, yeni analiz yoOntemleri gelistirme c¢alismalarini mimkiin
kilmaktadir. Uygulanmasinin kolay ve hizli olmasi, numune 6n hazirlik islemlerinin
sade olmasi, cihazlarin kurulum-kullanim maliyetlerinin diisiik olmasi, otomasyona
elverisli olmasi, elde edilen sonuclarin kesin, dogru, duyarli ve 6zgiin olmasi yontem ve
kullanilan cihaz i¢in avantaj olarak degerlendirilmektedir. Bunun yan1 sira, her etken
madde i¢in alternatif analiz yontemlerinin bulunmasi mevzuata uygunluk agisindan da
onem icermektedir. Yeni analitik yontemlerin olusturulmasi, mevcut analitik
yontemlerin gelistirilmesi ve bunlarin validasyonu zaman ve deneyim gerektirdigi gibi

olduk¢a da maliyetlidir.

Saglikli yasam igin olas1 saglik problemlerinin erken tani ve teshisi olduk¢a énemlidir.
Saglikli bireylerin plazma, serum ve idrar gibi biyolojik 6rneklerinde bulunabilecek bazi
molekiillerin miktarlarina ait alt ve iist sirlar belirlidir. Herhangi bir saglik
problemine maruz kalmadan, biyolojik 6neme sahip bazi molekiillerin tayini ile 6nleyici
tedbirlerin belirlenmesi kadar, gerekli tedavilerin sonuglarinin takip edilmesi de
Oonemlidir. Bunun yaninda tedavi amacl kullanilan ilaglarin ve ilaglarla baglantil

molekiillerin ilgili doku ve hiicre 6rneklerinde tayin edilmesi; tedavi ile ilgili ilaca ve



etkiledigi organlara ait baz1 6nemli bilgilerin elde edilmesinde 6nem arz edebilmektedir.
llag analizleri veya biyolojik ©neme sahip molekiillerin analizlerinde ydntem
gelistirilirken biyolojik ortamin karmasik yapisi ve olasi girisim etkileri de géz 6niinde
bulundurulmalidir. Bu zorluklarin iistesinden gelebilmek i¢in bir¢ok yontemde; ayirma,
saflastirma, Oziitleme, deristirme gibi bazi 6n islemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu 6n
islemler ise, hem analizin maliyetini arttirmakta hem de analiz i¢in gerekli siirenin

uzamasina sebep olmaktadir.

Ilag analizlerinde gesitli analitik yontemler kullanilir. Bunlar arasinda en yaygin olarak
kullanilanlar1 ~ kromatografik  yontemlerdir. Infrared spektrofotometri, atomik
spektrofotometri, NMR spektroskopi, kiitle spektrometri yontemleri ile titrimetrik

yontemler de dnemli 6l¢iide kullanilmaktadir.

Biyolojik ortamlarda bulunmasi1 muhtemel hiicre ve doku bilesenleri ile ila¢ ve ilacla
ilgili baz1 molekiillerin tayini i¢in genelde kromatografik yontemler ve bu yontemler ile
uyum saglayabilen bazi sistemler kombine halde kullanilmaktadir. Bu yontemlerin; ayni
anda c¢ok sayidaki molekiiliin tayinini miimkiin kilmasi, kolay uygulanabilir olmasi;
tekrarlanabilir sonuglar vermesi gibi birtakim tstiinliikleri mevcuttur. Bu istiinliiklerin
yani sira karmagik ve pahali cihazlara gereksinim duyulmasi gibi dezavantajlar1 da
vardir. Ayrica, bu yontemlerin gbzlenebilme ve alt tayin sinirlart biyolojik ortamda
bulunan bazi énemli tiirlerin derisiminin oldukca tizerinde olabilmektedir. Bu durumda
orijjinal Ornekten her hangi bir 6n isleme basvurmadan tayin yapmak imkansiz
olabilmektedir. Bu yontemlerin uygulanmasinda fazla miktarda kimyasala ihtiyag

duyulmasi da ayr1 bir dezavantajdir.

Son zamanlarda voltametrik yontemlerin, elektrokimyasal olarak aktif olan tiirlerin
tayininde yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmasi olduk¢a dikkat cekicidir. Bu
yontemler, kolay uygulanabilmekte, uygulanmasinda diger yontemlerden daha az
miktarlarda kimyasal kullanilmakta ve bu yontemler i¢in gerekli sistemler daha ucuza
Kurulabilmektedir. En 6nemlisi, gelistirilen elektrokimyasal yontemlerin goézlenebilme
ve alt tayin sinirlar diger yontemlerde bulunanlara gére oldukga diisiik olabilmektedir.

Bu {stiinliik, voltametrik yontemlerin biyolojik ortamlarda bulunan mikromolar



seviyesindeki  molekiillerin  tayininde kullanilmasina olanak  saglamaktadir.
Elektrokimyasal yontemlerin 6zel bir uygulamasi olan voltametrik siyirma
yontemleriyle ise, nanomolar gibi ¢ok daha diisilk miktarlardaki maddelerin tayini
yapilabilmektedir. Bu tayinlerde, numunenin ayr1 bir 6n isleme tabii tutulmamasi bu

yontemlerin diisiik alt tayin sinirlarindan sonra en 6nemli tstiinliigtidiir.

Bu tez calismasinda, antidepresan ilag etken maddesi olarak kullanilan reboksetin
metansiilfonat (RBK) ve moklobemid’in (MKB) elektrokimyasal davranisinin
incelenmesi ve bu etken maddelerin nicel tayini i¢in yeni voltametrik yontemler
gelistirilmesi amaglanmustir. Elektrokimyasal davranis incelenmesi sonucu elektrot
yiizeyinde indirgenme ve/veya yiikseltgenme tepkimeleri i¢in olasi tepkime
mekanizmalar1 6nerilmesi hedeflenmistir. Gelistirilecek yontemlerin ilag tabletlerinde,
insan serumunda ve idrarda etken madde tayinine uygulanabilirliginin arastirilmasi

distiniilmistiir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu boliimde ¢alisma kapsaminda ele alinan ilag etken maddelerin bazi kimyasal, fiziksel
ve farmakolojik oOzellikleri ile literatiir taramasi sonucu maddelerin tayini ig¢in
gelistirilmis mevcut yontemler ve ¢alismanin temelini olusturan yeni tayin yontemleri

gelistirmek amaciyla kullanilacak olan voltametrik yontemler irdelenmistir.

2.1 Depresyon ve Antidepresan Ilaclar

Duygudurum bozukluklar1 ¢ok eski caglardan beri bilinmektedir. Yazili belgeler
incelendiginde, Homeros’un kitaplarinda betimlenen karakterler ve M.O. 450 yillarinda
Hipokrat’in “melankoli” terimini kullanmasi gibi hususlar depresyonun oldukga eski bir
hastalik oldugunun kanit1 olarak kabul gormektedir (Alper 1999, Beck ve Alford 2009).

Duygudurum bozukluklar1 kalitimsal faktdrlere, normal durumdan farklilasma
diizeylerine, hastalarin dykiilerine ve tedaviye verdikleri yanitlara, hastaligin seyrine ve
sonlanmasina gore c¢esitli alt gruplara ayrilir. Duygudurum bozukluklari, siniflandirma
sistemlerine gore ¢esitlilik gosterir. Amerikan Psikiyatri Birligi tarafindan yayinlanan
“Ruhsal Bozukluklarm Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi” (DSM-I1V)’na gore, esas
olarak duygudurum bozukluklar1 dort grupta incelenir:

= Depresif bozukluk

= Bipolar (iki u¢lu) bozukluklar

= Genel tibbi duruma ve madde kullanimina bagh bozukluklar

= Bagka tiirlii adlandirilamayan bozukluklar

Depresyon; derin {iziintiilii, bazen hem {iziintiilii hem bunaltili bir duygudurumla
birlikte, diisiinme, konusma, devinim ve fizyolojik islevlerde yavaslama, durgunlagma
ve bunlarin yan sira degersizlik, kiigtikliik, giicsiizliik, isteksizlik, karamsarlik duygu ve
diistinceleri ile olusan bir sendromdur. Bu sendrom ruhsal ya da ruhsal olmayan bir ¢ok
hastalikta goriilebilir (Oztiirk ve Ulusahin 2008).


http://www.google.com.tr/search?tbs=bks:1,bkv:a&tbo=p&q=+inauthor:%22Aaron+T.+Beck%22
http://www.google.com.tr/search?tbs=bks:1,bkv:a&tbo=p&q=+inauthor:%22Brad+A.+Alford%22

Duygudurum bozukluklar1 olarak adlandirilan hastaliklarda, depresyon veya kisinin
kendisini asir1 derecede iyi hissetmesi (6fori) birincil derece belirtilerdir. Olusan klinik
tabloya birgok belirti eslik edebilmektedir (Yiiksel 2003). Ruhsal ¢okiintii olarak bilinen
depresyon; hiiziinle baslayip, yogun kedere kadar uzanan bir duygudurum
bozuklugudur. Cokkiin duygudurum iginde olan hastalarda enerji ve ilgi kaybi, sugluluk
duygusu, yogunlasma gii¢liigii, istah azalmasi, 6liim ya da intihar diisiincesi belirtileri
ortaya ¢ikabilmektedir. Depresyonun belirtileri; hayattan eskisi kadar zevk almama,
isteksizlik, uykusuzluk, istahsizlik, yorgunluk, unutkanlik ve cinsel ilgide azalmadir.
Olusan bu degisiklikler, kisiler arasi ve toplumsal iliskilerin yani sira mesleki

islevsellikte bozulma olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Stahl 2000, Yiiksel 2003).

Depresyon basta olmak iizere, duygudurum hastaliklari tiim hastaliklar arasinda
toplumda en yaygin olan bozukluklardir. Biyokimyasal denge bozukluklari, hormon
bozukluklari, kalitsal yatkinliklar, ameliyatlar, gebelik ve enfeksiyon hastaliklar1 gibi alt
basliklar1 igeren biyolojik nedenler ve psikososyal nedenler birbirleri ile etkileserek
duygudurum bozukluklarina neden olabilirler. Depresyonla ortaya g¢ikan yetiyitimi
toplumdan ¢ekilme, yalnizlasma, bosanma gibi sosyal; 6liim riskinin artmasi, bedensel
sagligin zayiflamasi, saglik hizmetlerinin fazla kullanilmasi1 gibi bedensel; 6zyikim,

yasam niteliginin azalmasi, biligsel yetilerde zayiflama gibi psikolojik alanlarda goriliir.

Depresyonun kaynagmi agiklamaya yonelik ¢alismalar yogun bir bigimde
stirdiiriilmektedir. Genel yaklasim, beynin kimyasinin depresyona yol actig1 seklindedir.
Duygular, beyinde bulunan karmagik sinir sistemiyle yonetilir. Bilgi, sinir hiicreleri
arasindaki iletisim aginin kuruldugu sinaps olarak tanimlanan bilgi gecis noktalarindaki
kimyasal ileticiler yolu ile iletilir. Dolayisiyla, klinik ruhsal ¢okiintiiniin kimyasal
ileticilerin (noradrenalin, dopamin, serotoninin gibi monoaminler) diizensizliginden ve

yetersizliginden kaynaklandigi kabul edilir.

Depresyonun tedavisinde ilaclarin, elektro konsultiv terapinin ve psikoterapinin
iyilestirici etkisi oldugu kanitlanmistir. Depresyonun tedavisi giiniimiizde biiyiik 6l¢tide

antidepresan ilaglarin kullanimina dayanmaktadir.



Cok eski caglardan beri alkol, tiitiin, afyon, esrar, kokain, peyote gibi giiniimiizde
psikoaktif ilaglar olarak bilinen maddeler insan psikolojisini ¢esitli amaglarla etkilemek,
ac1 dindirmek ya da keyif vermek amaci ile kullanilmistir (Oztiirk ve Ulusahin 2008).
Cagdas anlamda psikofarmakolojik ¢aligmalar 20. yiizyilin ikinci yarisinda baslamis ve
bliylik bir hizla gelismistir. Gilinlimiizde depresyonun tedavisinde etkili ilaglar
kullanilmakta ve yeni ilaglar satisa sunulmaktadir. Kullanilmakta olan depresyon ilaglari
etki mekanizmalari, ilag etkilesimleri ve yan etkileri agisindan farklilik gdstermekle
birlikte; etkinlikleri ve etki hizlar agisindan birbirinden farkli degildir. Dolayisiyla
antidepresan ilag se¢ciminde yan etkilerinin ve ilacin etkilesim Ozelliklerinin dikkate

alinmasi gerekir.

Genel bir yaklasim olarak, antidepresan ilaglarin enzim ya da reseptor Onleyicileri ve
geri alim oOnleyicileri olarak etki gosterdikleri distiniilmektedir. Bu yaklasimdan
hareketle, depresyon tedavisinde kullanilan antidepresan ilaglar etki mekanizmalarina
gore asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
= Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI)
Secici olmayan ve geri doniigsiiz MAOI
Secici ve geri doniigsiiz MAOI
Secici ve geri doniisli MAOI
= Trisiklik antidepresanlar (TSA)
= Segici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI)
= Serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI)
» Noradrenalin segici geri alim inhibitorleri (NARI)

» Noradrenalin ve dopamin geri alim inhibitdrleri (NDRI)

Depresyon tedavisinde kullanilan ilk ilag, bir monoamin oksidaz inhibitérii (MAOI)
olan ve tiiberkiiloz hastalarmin kullanimi sirasinda depresyona iyi geldigi tesadiifen fark
edilen iproniazid’dir (Lieberman ve Tasman 2006). iproniazid, depresyonun tedavisinde
basarili olan antidepresan ilaglarin ilk 6rnegidir. Ancak, bu smiftaki ilaglar potansiyel
oldiiriicti ilag etkilesimleri ve yan etkileri yliziinden giliniimiizde en az yayginlikla

kullanilmaktadir.
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Trisiklik  antidepresanlar, depresyon tedavisinde kullanilan  birinci  kusak
antidepresanlardir. Bu grup ilaglar, noradrenalin ve serotoninin geri alinimini segici
olmayarak engeller. Heterosiklik antidepresanlar, ikinci ve tgiincii kusak ilaglardir.
Ttrisikliklere benzerler. Gtlivenilirlikleri artirilmis ve yan etkileri azaltilmistir.
Glintimiizde essitalopram, fluoksetin ve sertralin gibi serotonin geri alimini segici olarak

Onleyen ilaglar gelistirilmekte ve daha yaygin olarak kullanimi saglanmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, depresyonun tedavisinde kullanilan reboksetin metansiilfonat
(RBK) ve moklobemid (MKB) adli ilag etken maddeleri incelenmistir. Etki bigimine
gore, reboksetin metansiilfonat, secici noradrenalin geri alim Onleyicisi sinifinda;
moklobemid ise, geriye doniislii monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI) sinifinda yer

alan antidepresan ilag etken maddeleridir.

2.1.1 Reboksetin metansiilfonat (RBK)

Sekil 2.1°de molekiil yapisi verilen RBK, her tiirlii depresyonun tedavisinde etkili bir
sekilde kullanilir. Enerji azligi, ilgi ve motivasyon eksikligi gibi belirtilerde daha etkin
olmasi beklenir. Ilag formiilasyonu 4 mg reboksetine esdeger 5,2 mg reboksetin
metansiilfonat iceren film kapli tabletler halindedir. Formiilasyonunda mikro kristal
seliiloz, susuz kalsiyum hidrojen fosfat, krospovidon, silikon dioksit ve magnezyum

stearat da kullanilir (Raggi vd. 2002).

Fiziksel ozellikleri

RBK, beyaz renkte ve kokusuz bir tozdur. Metanol, dimetilformamit ve dioksanda
¢oziiniir, etanol ve suda ise kismen ¢oziiniir. pK, degeri yaklasik 8,34 + 0,20 dir (Barri
ve Jonsson 2004).
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Sekil 2.1 RBK’nin molekiil yapisi

IUPAC adi . (2S)-2-[(S)-(2-etoksifenoksi)-fenilmetil Jmorfolin; metansiilfonat
Kapali formilii  : CyH27NOgS
Mol kiitlesi : 409,5 g mol™

Farmakolojik ozellikleri

Secici noradrenalin geri alim onleyici (NARI) olan RBK, sinaptik bosluktaki
noradrenalin seviyesini tekrar eski haline getirir ve bdylece antidepresan etki ortaya

cikar (Kdroglu 2007).

Farmakokinetik ozellikleri

RBK, oral yolla alindiktan sonra mide-bagirsak (gastrointestinal) sisteminde iyi emilir.
RBK’nin tedavi edici derisim araligmim 10,0-100,0 ng mL™ dir (Baumann vd. 2004,
Laux vd. 2007). Yiiksek orandaki ilk geg¢is metabolizmasi nedeni ile biyoyararlanimi %
94 oranindadir. Plazma proteinlerine % 98 oraninda baglanir (Kadhe vd. 2003).
Plazmada pik diizeyine 2-4 saatte, kararli diizeye 5 giinde ulasir. RBK oral yolla
alindiktan sonra % 10’luk kismui idrarla degismeden atilir (Kadhe vd. 2003), kalani
karacigerde metabolize olur. Karacigerde metabolizasyon, etoksifenoksi halkasinin
hidroksilasyonu, 2-O-dealkilasyonu ve morfolin halkasinin morfolon tiirevlerine

yiikseltgenmesi ile gergeklesir. Aktif metaboliti yoktur (Isik 1991, Yiiksel 2003).



Tedavi edici (terapotik) kullanimi

Oral yolla giinde iki kez 4 mg alinarak baslanan tedavi, li¢ hafta sonra yeterli klinik
yanit alinamamasi durumunda giinde 10 mg’a kadar artirilarak siirdiiriiliir. Onerilen en

yiiksek giinliik doz 10 mg’dir (Oztiirk ve Ulusahin 2008).

2.1.2 Moklobemid (MKB)

MKB, depresyonun ve sosyal fobinin tedavisinde, panik bozuklugu olan hastalarda ve
stk olmamakla birlikte obsesif-kompulsif bozuklugu olan hastalarda kullanilir (Sekil
2.2). Bir benzamit tirevi olan MKB, serotonin, noradrenalin ve dopaminin
deaminasyonunu engeller. ilag formiilasyonu, 150 mg ya da 300 mg MKB iceren film
kapli tabletler halindedir. Formiilasyonda laktoz, musir nisastasi, povidon, sodyum
glikolat ve magnezyum stearat da bulunur. Film tabakasi ise, metilhidroksipropilseliiloz,
etil seliiloz, polietilen glikol ve pudra igerir. Renklendirici olarak titanyum dioksit ve sar1

demir oksit kullanilir (www.roche.com 2009, http://www.medsafe.govt.nz 2010).

Fiziksel ozellikleri

MKB, beyaza yakin renkte ve belirgin kokusu olamayan bir tozdur. Coziintirligii (25
°C’de, g / 100 mL ¢oziicii) kloroformda 33,6; metanolde 11,8 ve suda 0,4’tiir. pK, degeri
yaklasik 6,02 dir (Ignjatovic vd. 2009).

Kimyasal yapisi

Cl

Sekil 2.2 MKB’nin molekiil yapisi
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IUPAC adi : 4-kloro-N-(2-morfolin-4-etil)benzamit
Kapali formiili  : C13H17CIN,O;
Mol kiitlesi : 268,7 g mol™

Farmakolojik ozellikleri

MKB, etki mekanizmasina gore segici geri doniislic monoamin oksidaz-A (MAO-A)
onleyici smifindandir. MAO-A, norotransmitter olarak tamimlanan noradrenalin,
serotonin, dopamin gibi monoaminlerin metabolizmasinda yer alan bir enzim olup
monoaminleri, ilgili karboksilik asitlere doniistiiriir. Antidepresan olarak kullanilan
MKB, monoamin oksidaz enzimini engelleyerek noradrenalin, serotonin, dopamin gibi

norotransmitlerin sinapstaki diizeylerini ve etkinligini arttirir (Kéroglu 2007).

Farmakokinetik ozellikleri

MKB ig¢in giinliik uygulanan doz 150-300 mg’dir. MKB oral yoldan alindiktan sonra
mide-bagirsak (gastrointestinal) sisteminden tamamen emilerek portal dolagima geger
ve 1-2 saatte plazmada en yiiksek diizeyine ulagir. MKB’nin absoprpsiyonu oldukca
hizlidir ve devam eden kullaniminda biyoyararlanimi % 90’a ulasir (Raaflaub vd. 1984).
MKB’nin tedavi edici derisim aralizi 300,0-1000,0 ng mL™ dir (Laux vd. 2007,
Baumann vd. 2004). MKB plazma proteinlerine % 50 oraninda baglanir. (Mayersohn ve
Guentert 1995). Verilen dozun tamamina yakini karacigerde morfolin N-yiikseltgenmesi
yolu ile metabolize olur. Bu sebepten kaynakli uygulanan giinliik dozun % 0,5’den daha
az kisminin idrarla degismeden viicuttan atildig1 bilinmektedir (Jauch vd. 1990, Nair vd.
1993). Plazma ve idrarda toplam 19 metaboliti saptanmis olup, metabolitler

farmakolojik olarak aktif degildir.

Tedavi edici (terapotik) kullanimi

Tedaviye giinliik 150-300 mg dozlarla baslanmasi; ilacin giinde iki li¢ defa olmak iizere

boliinmiis dozlar halinde alinmasi gerekir. Ilag biyoyararlanimi bir haftalik siirede
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arttigindan, bir hafta sonra doz artigina gidilir ve 600 mg giin™ doza ¢ikarilir. Klinik

uygulamalarda gerektiginde 750 mg giin™ doza ¢ikarilabilir (Oztiirk ve Ulusahin 2008).

2.2 Tla¢ Analiz Yontemleri

flag analiz yontemleri, toksik derisim seviyesi esas almarak, klinik calismalarda
biyolojik ortamdaki tedavi edici ilag dozunun belirlenmesinde kullanilir. Pek ¢ok
maddenin ¢esitli numunelerinin analizinde yaygin olarak spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerden yararlanilir. Kromatografik tekniklerin diger yontemlere
gore duyarl, 6zgiin, kararlt ve hizli sonuglarinin diisiik dozlar i¢in de miimkiin olmast
yaninda ¢oklu karigimlara uygulanabilirligi en onemli istinligiidir. Ancak, cihaz ve
kullanilan kimyasallarin maliyetlerinin oldukga yiiksek oldugunun belirtilmesi gerekir.
Sivi kromotografi yonteminin yaninda, pek cok ilag etken maddesinin absorbans
Ozelligine sahip olmasi dolayisiyla spektrofotometrik teknikler de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin kullanimi zaman alici 6ziitleme islemleri ya da
tirevlendirme ¢alismalarin1 gerektirir. Bu nedenlerden dolayi, cihaz ve kullanim
maliyetleri daha diisiik, basit, hizli ve duyarli elektroanalitik yontemler bu yontemlerin
alternatifi olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Biyolojik numunelerin ve ilaglarin analizinde
elektroanalitik yontemlerin kullanimi gittikce artmaktadir. Kolayca ve giivenle
kullanilabilir, genis ¢esitlilige sahip elektrotlarin, cihazlarin ve elektroanalitik
yontemlerin ticari olarak gelistirilmesi bu yaygin kullanimin en énemli sebepleridir. Tlag
etken maddelerinin birgogu elektroanalitik yontemlere cevap vermektedir. Bu
yontemlerle saf etken maddelerin analizi, ¢oziinmeyen ilag katki maddelerine, serumda
ve plazmada bulunabilen bozucu etkilere ragmen girigsim etkisi olmaksizin duyarli bir
sekilde yapilabilmektedir. Elektroanalitik yontemlerin diger yontemlere gore en dnemli
tstiinliikkleri; analiz i¢in az miktarda etken maddenin ve c¢ozlicliniin kullanildig
ekonomik bir yontem olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, analitlerin 6n saflastirma
islemine ihtiya¢ duyulmamasi ve oldukga duyarl olmasi (Kissinger ve Heineman 1996,

Zuman 2006) seklinde siralanabilir.

Devam eden boliimlerde, elektroanalitik yontemlerle ilgili genel bilgiler yeralmaktadir.
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2.2.1 Elektroanalitik yontemler

Elektroanalitik yontemler; akim, potansiyel, yiik gibi elektriksel niceliklerin 6lgiimii ya
da bunlarin kimyasal parametrelerle olan iliskileri olarak tanimlanan elektrik ve kimya
arasindaki karsilikli etkilesimin incelenmesi temeline dayanir. Homojen bulk
cozeltilerinde olusan pek c¢ok kimyasal Ol¢iimiin aksine, elektrokimyasal islemler
elektrot-¢ozelti arayiizeyinde gergeklesir. Elektroanalitik teknikler arasindaki fark,
miktar tayini i¢in kullanilan elektrik sinyalinin dalga sekillerinin ¢esidi ile yansitilir.
Potansiyometrik ve potansiostatik olmak iizere elektroanalitik 6lgiimlerin prensipte iki
¢esidi vardir. Bunlar, elektrokimyasal hiicreyi olusturan en az iki elektrot (iletken) ve
iletken ¢ozelti (elektrolit) gerektirir. Boylece elektrot yiizeyinde iyonik ve elektronik
iletken arasindaki baglanti saglanir (Wang 20006).

Elektroanalitik yontemler, net akimin sifir oldugu denge durumundaki statik (i = 0)
yontemler ve denge durumundan uzakta net akimm gozlendigi dinamik (i # 0)

yontemler olmak tizere esas olarak iki ana grupta siniflandirilmaktadir (Zoski 2007).

Dinamik yontemler genelde ya potansiyel kontrollii ya da akim kontrolliidiir. Potansiyel
veya akimin kontrol edildigi yontemlerde bu parametreler biiyiik genlikli veya kiiciik

genlikli olarak uygulanir.

Elektroanalitik yontemlerin ¢ok ¢esitli siniflandirma yollar1 vardir. En yaygin olarak
kullanilan, kabul gérmiis smiflandirma sekli asagida verildigi gibidir. (Kissinger ve
Heineman 1996):
A)  Statik (i=0) yontemler

a) Potansiyometri

b) Segici elektrotlar

c) Potansiyometrik titrasyonlar
B) Dinamik (i#0) yontemler

a) Potansiyel kontrollii yontemler

i) Kronoamperometri

i) Kronokulometri
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1ii) Potansiyel kontrollii kulometri
Iv) Voltametri
 Hidronidamik voltametri
* Puls voltametri
 Sabit elektrot voltametri (dogrusal taramali ve doniisiimlii voltametri)
b) Akim kontrollii yontemler
i) Kronopotansiyometri
i) Kulometrik titrasyon

c) Yiik kontrollii yontemler

Bu tez caligmasinda, basta voltametrik yontemler olmak tizere potansiyelin kontrol

edildigi elektrokimyasal dinamik yontemlerden yararlanilmistir.

Potansiyel kontrollii tekniklerden olan voltametri, elektroaktif tiirlerin bulundugu
hiicrede bulunan elektroda uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin
Olgiilmesi temeline dayanan elektroanalitik yontemlerin genel adidir (Bond 1980, Bard
ve Rubinstein 1999, Wang 2006). Polarize olabilen ¢alisma elektrodunun potansiyeli
sistematik bir bi¢cimde degistirilerek elektroaktif kimyasal tiirlerin indirgenmesi ya da
yiikseltgenmesi saglanir; gerceklesen tepkimenin hizinin 6l¢iimii, olusan akim ile

belirlenir.

Voltametri,  elektrokimyasal  tepkimelerin  kinetiginin ve  mekanizmasinin
incelenmesinde de siklikla kullanilmaktadir. Voltametrinin gelistirilen siyirma ve puls
teknikleri  kullanilarak, daha duyarli ve giivenilir eser miktar tayinlerinin
gerceklestirilmesi miimkiindiir. Pek ¢ok c¢alismada voltametrik tekniklerle, diisiik
maliyetli, yiikksek dogruluk ve kesinlikle duyarli analizler yapilabilecegi belirtilmektedir
(Wang 2006).

Voltametrinin temel ustiinliikleri; az miktarda numune kullanilarak diisiik derisimlerde
analizlerin yapilabilmesi, numunelerin kolaylikla analize hazirlanabilmesi, ¢ok bilesenli
numunelerin incelenebilmesi, renkli ya da bulanik numunelerle de calisilabilmesi,

analizlerin hizli, tekrarlanabilir ve giivenilir olmasi seklinde siralanabilir.
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Voltametrik yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlari; altin, platin, civa, rutenyum
gibi inert metaller (Bishop 1984), pirolitik grafit ve cams1 karbon (Panzer 1972, Shearer
1972, Tjaden 1976), ¢inko oksit, iridyum oksit gibi yar1 iletken elektrotlardir. Tel, levha,
disk bi¢ciminde olan kat1 elektrotlarin sabit, doner ya da titresen ¢esitleri vardir. Basarili
bir ¢calisma elektrotu i¢in elektrotun hazirlandigi materyal,

» kullanildig1 kosullarda kimyasal olarak inert,

= genis bir potansiyel araliginda elektrokimyasal olarak inert,

= elektron aktarabilir ve elektriksel direnci dustik,

= genis potansiyel araligindaki artik akimi diistik olmalidir.

Bu calismada, calisma elektrodu olarak civa elektrot ve camsi karbon elektrot
kullanilmistir. Civanin kimyasal agidan inert olmasi ve civa iizerinde hidrojen gazinin
asir1 geriliminin diger elektrotlara gore yiiksek olmasi nedeniyle bu elektrotla daha ¢ok

indirgenme olayi; kati elektrotlarla ise, yiikseltgenme olay1 incelenmistir.

Civa elektrodunu calisma elektrotu olarak kullanisli kilan bazi karakteristik ozellikler
vardir. Oda sicakliginda civa sivi halde bulundugundan, elektrot yiizey alan1 geometrik
ylizey alanma esit olur. Ayrica, her 6lgiimden Once olusturulan damla ile yeni bir
elektrot yiizeyi olusturulur. Bu nedenle civa ile yapilan ol¢limlerde tekrarlanabilir
sonuclar elde edilir. Civa ile olusturulan piriizsiiz ylizey, artitk akimin en aza
indirilmesini saglar. Hidrojen iyonlarinin indirgenmesinden kaynaklanan artik akimda
anlamli bir yiikselis kaydedilmeden once civanin kullanildig1 potansiyel araligi oldukga
negatif potansiyellere dogru genisletilebilmektedir (Munson 1984). Boylece, pek ¢ok
indirgenme calismasinda civa elektrot kullanmak miimkiin olmaktadir. Civa ile smirh
sayida ylikseltgenme ¢alismasi yiiriitilmektedir. Metalik civanin diistik pozitif gerilimde
(vaklasitk +0,4 V) bile kolayca yiikseltgenebilmesi, civa elektrodun anodik
potansiyellerde kullanimini smirlar. Kullanilan civanin temizlenmesinin oldukga
zahmetli olmasi, civa buharinin zehirleyici olmasi ve kullanilan kilcal kanalin kolaylikla

tikanabilir olmasi civa elektrot kullaniminin zorluklar1 arasinda sayilabilir.

Cesitli formlarda olusturulan karbon, yaygin olarak kullanilan diger bir elektrot

malzemesidir. Cams1 karbon, sert ve kirillgan bir malzemedir. Elektrot yapiminda camsi
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karbona sekil vermek olduk¢a giictiir. Anodik potansiyellerdeki yiikseltgenme
calismalarinda karbon elektrotta kaydedilen artik akim olduke¢a diisiiktiir. Camsi1 karbon
pek cok ortamda inert davranig gosterir. Elektrot yiizeyine parlatma islemi uygulanarak

pliriizsiiz bir yiizey saglanmaya calisilir (Munson 1984).

Cams1 karbon, yiizeyin deneye hazirlanmasi, tekrarlanabilirligin saglanmasi agisindan
Oonem tagimaktadir. Deney siiresince camsi karbon yiizey tiizerindeki adsorplanan
birikintilerden kaynaklanan elektrot davranislar1 diizensizlik gostermektedir. Bu nedenle
kat1 elektrot yiizeyinin her 6l¢iimden Once temizlenmesi gerekir. Fiziksel, kimyasal,
elektrokimyasal igslemler ya da tiim bu islemlerin kombinasyonlari, deney ¢ozeltisinin
bilesenlerine ve derisimine bagli olarak camst karbon elektrot yiizeyinin

temizlenmesinde uygulanir (Wang 1985, Fagan 1985).

Voltametrik analizlerde, uygulanan potansiyele karsilik elde edilen akim egrisi
voltamogram olarak adlandirilir. Pik akiminin biiyiikliigii analitin derisimine baghidir ve
analit hakkinda nicel bilgiler elde etmek amaciyla Kullanilir. Pik potansiyeli analitin
tanimlanmasina hizmet eder. Uygulanan potansiyel siirekli degistirilerek analiz edilecek
maddenin elektrokimyasal davranist incelenir. Her maddeye ait karakteristik
voltamogram, referans elektroda karsilik c¢alisma elektrotunun potansiyelinin
degistirilmesiyle elde edilen akim-potansiyel egrileridir. Uygulanan potansiyel
araliginda, elektroaktif maddenin yiikseltgenme/indirgenme davranislarina goére degisen

elektrokimyasal tepkimeler gergeklesir.

Voltametride elektrokimyasal hiicreye zamana bagli degistirilebilir potansiyellerde
uyarma sinyalleri uygulanarak karakteristik akim cevaplart elde edilir. Uyarma
sinyallerinin dalga sekillerine bagli olarak; polarografi, diferansiyel puls voltametri,
kare dalga voltametri ve dontisimlii voltametri gibi ¢esitli voltametrik yontemler
olusturulur. Asagida, bu tez ¢caligmasinda yararlanilan voltametrik yontemlerle ilgili kisa

bilgiler verilmistir.
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2.2.1.1 Doniisiimlii voltametri (DV)

Dontistimlii voltametri, elektrokimyasal tepkimeler hakkinda bilgi edinmek igin ilk akla
gelen ve en yaygin kullanilan yontemdir. Bu yontemde, potansiyel sabit bir hizla belli
bir degere kadar ¢ikarilir sonra ayni ya da degisik bir hizla ilk potansiyel degerine ya da
baska bir degere dondiirtiliir (Sekil 2.3, a); olusan akim potansiyele kars1 dlgiiliir. Elde
edilen potansiyel akim grafigi, doniisiimlii voltamogram olarak tanimlanir (Sekil 2.3, b).
Bu islem zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilen akimla defalarca tekrar edilebilir
(Gosser 1994, Wang 2006). Potansiyel taramasi E, ve Es arasinda yapildiginda ise

yontem “Dogrusal taramali voltametri” (LSV) olarak tanimlanir.

e
'.u"\-l
-

Potansiyel

ﬂr;.a:ama

by
o

Zaman Potansiyel V

Epa | Epx

Sekil 2.3 DV yonteminde (A) potansiyel-zaman sinyali (B) doniisiimlii voltamogram
(Ep: baslama potansiyeli, Eq: donme potansiyeli, Es: bitis potansiyeli, ip
katodik pik akimi, ip. anodik pik akimi, Epy: katodik pik potansiyeli,
Ep.a:anodik pik potansiyeli)

Elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal tepkime tersinir, tersinmez ya da yari
tersinir bir davranis gosterebilir. Tersinir sistemlerde, ileri yondeki potansiyel taramasi
sirasinda  bir yiikseltgenme olmussa, potansiyel taramasi tersine ¢evrildiginde
yiikseltgenme sirasinda olusan {irliniin elektrotta yeniden indirgenmesi ile bu yonde de
bir pik gozlenebilir. Tersinir sistemlerdeki biitiin potansiyellerde elektron aktarim hizi,
kiitle aktarim hizindan biiyiik oldugu i¢in elektrot yiizeyinde Nernst esitligi gegerlidir.

Tersinir sistemler i¢in pik akimi1 Randles-Sevcik esitligi ile verilir (Esitlik 2.1).
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ip = (2,69 x 10%)n*?2 ACD?v'/? (25 °C) (2.1)

Bu esitlikte:
Ip  :pik akimi (A)

n : aktarilan elektron sayist (mol e//mol molekiil)
A :elektrot yiizey alani (cm?)

C :elektroaktif tiiriin derigimi (mol molekiil/cm®)
D : elektroaktif tiiriin difiizyon katsayisi (cm?/s)
v . potansiyel tarama hiz1 (V/s)

Esitlik 2.1°den de anlasilacagi iizere pik akimi, madde derisimine bagli olarak degisir ve
tarama hizinin karekokii ile artar. Tersinir bir sistemde elektron aktarimi difiizyon
tarafindan kontrol ediliyorsa ip-vll 2 grafiginin dogrusal olmasi gerekir. Basit bir tersinir
sistem i¢in, anodik ve katodik pik akimlar1 oraninin mutlak degerinin 1 olmas1 beklenir.
Ayrica, kaydedilen pik potansiyelleri arasindaki farkin Esitlik 2.2°ye uymasi gerekir. Bu
esitlik kullanilarak, gerceklesen elektrokimyasal tepkimede aktarilan elektron sayisi

hesaplanabilir.

0,059
= \'

AE, = Epq— Epp = (2.2)

n

Bu esitlikte; Epa, anodik pik potansiyelini (V); Ep, katodik pik potansiyelini (V) ve n,

aktarilan elektron sayisini (mol e mol molekiil™) ifade eder.

Tersinir elektron aktarimimin oldugu tepkimelerde katodik ve anodik pik potansiyelleri
tarama hizindan bagimsizdir; yar1 pik potansiyeli (Ep/) ile yar1 dalga potansiyelini (Ei/)
Esitlik 2.3’teki gibi iliskilendirmek miimkiindiir (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006).

0,028

Eypp=E 2t (2.3)
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Tersinmez sistemlerde ise elektron aktarim hizi yeterince bilyiik olmadigi icin elektrot
yiizeyinde denge saglanamaz ve Nernst esitligi gecersizdir. Diisiikk tarama hizlarinda
elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan fazla oldugundan sistem tersinir gibi
gorlinebilir. Tarama hizinin atmasiyla kiitle aktarim hizi elektron aktarim hizi ile
karsilastirilabilir bir biiyilikliige gelir. Anodik ve katodik pik potansiyelleri tarama
hizinin artmasiyla birbirinden uzaklagir. Tamamen tersinmez sistemler, pik
potansiyelinin tarama hiz1 ile kaymasi seklinde karakterize edilir. Pik potansiyeli ve yar1

pik potansiyeli arasindaki fark 48/ n (o, yiik aktarim katsayisi)’dir.

Tam tersinmez bir sistemde anodik pik gozlenmez (Sekil 2.4). Ancak, anodik pikin
kaydedilmemesi her zaman elektrot yiizeyinde gergeklesen tepkimenin tersinmez
oldugunu kanitlamaz. Tersinir sistemlerde, elektron aktarim basamagini takip eden ¢ok
hizli bir kimyasal basamagin varliginda olusan elektroaktif olmayan iiriin hizli bir
sekilde edlektrot ylizeyinden uzaklasir ve bu durumda tersinmez sistemlerde oldugu gibi

anodik pik gézlenmeyebilir.

Tersinmez sistemler igin pik akiminin matematiksel ifadesi Esitlik 2.4’deki gibidir. Pik

akimi tersinir sistemlerde oldugu gibi derisime baghdir ve a degeri ile degisir.

ip = (2,99 x 10%)n (any)?ACDY/?v1/? (2.4)

Bu esitlikte daha onceki esitliklerde tanimlanmayan terimlerden; n,, hiz belirleyen

basamaktaki elektron sayisint Sembolize etmektedir.

Yar tersinir sistemlerde (Sekil 2.4) akim, hem elektron aktarimi hem de kiitle aktarimi
ile kontrol edilir. Tarama hiz1 arttikca tersinmezlik egilimi artar; ayn1 zamanda pik
potansiyelinde tarama hiziyla kayma kaydedilir. Anodik ve katodik pikler birbirinden
uzaklagir (Brett ve Brett 1994, Wang 2006).
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= E

Sekil 2.4  DV’de tersinmez (A) ve yart tersinir (B) mekanizmalara ait voltamogramlar

Tim bunlara ek olarak, DV teknigi ile elektron aktarimina eslik eden kimyasal
tepkimeler ve bunlarin mekanizmasi arastirilabilir. Mekanizmalarin siniflandirilmasinda
elektrokimyasal basamagi tanimlamak i¢in E, kimyasal basamagi tanimlanmak i¢in ise
C harfi kullanilir. Literatiirde en sik karsilagilan EC, CE ve ECE mekanizmalariyla ilgili

genel bilgiler asagida sirastyla verilmistir.

Bir elektrot tepkimesi, 6nce bir elektron aktarim basamagi ve ardindan onu izleyen bir
kimyasal basamaktan olusuyorsa, Esitlik 2.5’deki EC mekanizmasi gegerlidir. Bu
durumda elektron aktarim basamagi sonucu olusan iriiniin (R) elektrot yiizeyinden
hizlica uzaklasma egiliminde olmasi dolayisiyla, geri potansiyel taramasinda daha

kiiciik bir ters pik kaydedilir (Wang 2006).

0O+ne” SR -Z (2.5)

Elektrokimyasal basamak tamamen tersinmez ise veriler kinetik acidan incelenemez.
Elektrokimyasal basamagin tersinir oldugu durumda kimyasal tepkime basamagi
hizliysa anodik pik gozlenemezken, kimyasal basamagin hizi diisik ise anodik pik
gozlenir. EC mekanizmasinin tersinirlik kriterleri asagidaki gibidir:

* |ipa/ipxl orant 1°den kiigiiktlir ve tarama hiz1 (V) arttikga 1’e yaklasur.

" gk / vY2 orani tarama hiz1 (v) arttik¢a ok az da olsa azalir.
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= E,« tersinir durumdakinden daha pozitiftir.

= Artan tarama hiz1 (V) ile E, negatif degerlere kayar, tarama hizindaki 10 katlik
degisim, anodik pik potansiyeli ile katodik pik potansiyeli arasinda birinci
dereceden tepkimeler igin 30/n mV’luk, ikinci dereceden tepkimeler i¢in ise 19/n

mV’luk bir kaymaya yol agar.

EC mekanizmasmin 6zel bir hali olan ECyaumitik mekanizmasinda elektroaktif tiir
elektrokimyasal degisiklige ugradiktan sonra bir kimyasal tepkimeyle tekrar olusur
(Brett ve Brett 1994, Wang 2006).

Bu mekanizmada;

Y2 nin azalmasuyla artar.

" gkl V2 orant, v
" Jipa/ Ipkl orani 1’den kiigiiktiir.
* ipk diisiik tarama hizlarinda simir degere ulasabilir, Randles-Sevcik esitliginden

beklenenden daha biiyiiktiir.

Elektrot tepkimesinde, elektroaktif maddenin olugsmasinin ardindan kimyasal bir
tepkimenin meydana gelmesi CE mekanizmasi olarak tanimlanir (Esitlik 2.6). C
basamagi ¢ok yavas ve E basamag tersinir ise akim kinetik kontrolliidiir; DV’de pik

gozlenmez. Akim, degisen potansiyelle belli bir sinir degerine ulagir.

Z—->0+ne” SR (2.6)

Elektrot tepkimesinde, elektroaktif tiirlin indirgenmesinden sonra kimyasal bir
tepkimenin sonucu olusan elektroaktif iirliniin yine elektroaktif baska bir tiire doniismesi
ECE mekanizmasi olarak tanimlanir. Bu mekanizmada iy, k/vl/2 tarama hizi ile degisir;
diisiik tarama hizlarindaki bu oran yiiksek tarama hizlarina gére daha biiyiiktiir. |ipa/ ipx|
orani artan tarama hizi ile artar ve yiiksek tarama hizlarinda 1’e ulasir (Bard ve Faulkner
2001).
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2212 Puls voltametri

Potansiyel adimi puls voltametrinin temelini olusturur. Puls tekniklikleri ilk olarak
damlayan civa elektrot icin gelistirilmistir. Hedef, uygulanan pulslarin damlanin
biiyiimesiyle birlikte hareket etmesini saglamak ve damla omrii sonunda akimin
Ol¢iilmesiyle kapasitif akimmin katkisin1 azaltmaktir. Potansiyel pulsu uyguladiktan
sonra, calisma ortamindaki kapasitif akim faradaik akimdan daha hizli uzaklagir ve akim
uygulanan puls sonunda Olgiiliir. Akim Olgiimlerinin bu sekilde alinmasi yapilan
Olgiimlerin duyarliligim1 artirmaktadir. Ayrica, kati elektrot kullanilarak yapilan
calismalarda da yiizey adsorpsiyonu engellemesinden kaynakli puls teknikleri

onemlidir.

Puls voltametrinin pek ¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda puls
tekniklerinden normal puls voltametri (NPV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve
kare dalga voltametri (KDV)’den faydalanilmistir. Dolayisiyla asagida, bu ii¢ yontemle

ilgili bilgilere asagida yer verilmistir.

Normal puls voltametri (NPV)

NPV’de ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel pulsu Sekil 2.5°de gosterildigi
gibidir (Brett ve Brett 1994, Scholz vd. 2010, www.basinc.com 2011). NPV’de
Faradayik akimin normalde olmadig1 bir basglangi¢ potansiyeli belirlenir ve elektroda
uygulanir. Bu degerden baslayarak artan basamak adimlarinda (AE) pulslar uygulanir.
Basamak adim yiiksekligi her zaman esittir. Her bir potansiyel pulsu uygulanmadan
once, calisma elektrodunun potansiyeli bekleme siiresi () kadar baslangic
potansiyelinde tutulur ve puls belirlenen siire (ty) zarfinda uygulanir. NPV’de akim,
uygulanan puls sonlanmadan hemen Once okunur (Sekil 2.5). Ardisik potansiyel
pulslartyla akim incelenen elektroaktif maddenin derisimi elektrot ylizeyinde sifira

yaklasana kadar artar ve sonrasinda akim sabit degerine ulasir.
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Sekil 2.5  Normal puls voltametri’de uygulanan potansiyel dalgasinin sekli ve yontem
parametreleri (Ep: baslama potansiyeli, E: pik potansiyeli, Es: bitis
potansiyeli, AE: iki puls arasindaki potansiyel farki, t,: bekleme siiresi, tp:
puls siiresi, t: puls periyodu, e: akim 6l¢iimii)

Her bir potansiyel pulsundan sonra olusan iiriiniin baslangic formuna doniistigi
distintildiigiinde NPV’de dalga yiiksekligi (i im) asagidaki esitlikle verilir (Scholz vd.
2010).

nFADY2C

nl/zt;/z (2.7)

lijm =

Bu esitlikte daha onceki esitliklerde tanimlanmayan terimlerden; F, Faraday sabitini
(96485 C/mol €); t,, dlgiimiin basladigi andan pikin olugmasi anina kadar gegen siireyi

(s); m ise sabiti (3,14) sembolize etmektedir.

NPV, elektroaktif tiiriin veya elektrokimyasal doniisiim sonucu olusan iriiniin elektrot
yiizeyine adsorbe olup olmadigini kontrol etmek i¢in olduk¢a faydali ve pratik bir
yontemdir. Incelenen baslangic molekiiliiniin yiizeye adsorpsiyonu séz konusu
oldugunda kaydedilen voltamogram dalga seklinden pik sekline doniismektedir. Ayrica,
ana dalgadan daha once bir 6n dalga gozlenmesi ise elektrot tepkimesi sonucu olusan

tirtiniin elektrot yiizeyine adsorbe oldugunun gostergesidir (Scholz vd. 2010).
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Diferansiyel puls voltametri (DPV)

DPV, Faradayik akimin yiiksek, kapasitif akimin ise diisiik degerlerde oldugu duyarh
bir yontemdir. DPV’de, dogrusal bir potansiyel rampada tanimlanmis sabit biiyiikliikte
pulslar c¢alisma elektroduna uygulanir. Boylece, pulsun uygulamasindan ve
sonlanmasindan hemen 6nce olmak iizere akim iki kere olciiliir. DPV’de potansiyel-

zaman profili Sekil 2.6’da verilmistir (Scholz vd. 2010).

Potansivel, V

Eb =

Siire, s

Sekil 2.6  Diferansiyel puls voltametri’de uygulanan potansiyel dalgasinin sekli ve
yontem parametreleri (E,: baslama potansiyeli, E: pik potansiyeli, E: bitis
potansiyeli, AE,: puls genligi, t,: puls siiresi, Ea: basamakli adim yiiksekligi,
7. puls periyodu, e: akim 6l¢iimii)

Kaydedilen akimlar arasindaki fark, potansiyele karsi grafige gecirilir. Elde edilen
diferansiyel puls voltomograminin yiiksekligi, analit derisimi ile degisen piklerden

olusur. Diferansiyel puls voltametrisinde pik akimi asagidaki esitlikle verilir (Esitlik
2.8).

i

nFADY%2C /11— 0o
_ ( ) (2.8)

P ntm 1+0
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Bu esitlikte:

o : exp[(nf/RT)(AE/2)]
AE : puls genligi (V)
(1-0)/(1+0o) : 1 (yiiksek puls genliklerinde)

Kare dalga voltametri (KDV)

KDV, elektrokinetik ve analitik Ol¢limlere uygulanabilen hizli ve duyarli bir
elektrokimyasal puls teknigidir (Mirceski 2007). Aslinda, Ramaley ve Krause tarafindan
onerilen KDV yonteminde Barker, Kalousek ve Osteryoung formatlar1 olmak iizere
temelde ti¢ farkli dalga formu uygulanabilir. Barker kare dalga voltametrisi, anlagilmasi
en kolay olanidir. Dalga formu, bir merdiven ya da rampa seklinde olan, simetrik kare
dalga frekansi ve genligi ile siniizoidal alternatif akim voltametrisinin Ornegidir.
Kalousek kare dalga voltametrisi, kare dalga voltametrisinin diisiik frekans yontemidir.
Voltamogram, kare dalganin sadece ters yar1 devrindeki akimin 6lgiilmesi ile elde edilir.
Yaygin olarak kullanilan kare dalga formu Osteryoung kare dalda voltametrisidir.
Uygulanan alt potansiyel kare dalganin her tam devrinde (AE) kadar artar (Kissinger ve
Heineman 1996).

Sekil 2.7°de KDV yontemi ile elde edilen basamakli sinyal gériilmektedir (Scholz vd.
2010, www.basinc.com 2011). Uygulanan potansiyellere karsilik akim pulsun pozitif ve
negatif kismmin sonuna dogru iki kere dl¢iiliir ve akimlarin farki alinir. ileri puls bir

katodik akimi, geri puls ise bir anodik akim1 olusturur.
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Sekil 2.7 Kare dalga voltametride uygulanan potansiyel dalgasinin sekli ve yontem
parametreleri (i;: ileri yonlii akim, iq: geri yonlii akim, AE: basamakli adim
yiksekligi, Ep: ileri yonlii puls genligi, -E,: geri yonlii puls genligi, E; (1/f):
puls periyodu, f: frekans)

Basamakli sinyalde her basamagin uzunlugu ve puls periyodu (E;) esittir ve yaklasik 5
ms civarindadir. Basamakli sinyalin potansiyel basamagi genellikle 10 mV’dur. Pulsun
blytikligil ise genelde 50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda ¢calismas1 200 Hz’lik puls
frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1 V’luk bir tarama 0,5 s’de yapilir. Tersinir bir
indirgenme tepkimesinde bir pulsun boyutu, ileri tarama sirasinda olusan iriiniin geri
tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar biiyiiktiir. Sekil 2.8 basit,
tersinir hizli bir tepkime i¢in kare dalganin boyutsuz net cevabini gosterir ve bu cevap

asagidaki bigimde ifade edilir;
-1
A¢ = Ai|nFSC(D,f)Y?] (2.9)

Bu esitlikte; n, aktarilan elektron sayisin1i (mol e/mol molekiil); F, Faraday sabitini
(96485 C/mol €); S, elektrodun yiizey alanini (cm?); C, indirgenmis tiiriin bulk
derisimini (mol molekiil/cm®); D; indirgenmis tiiriin difiizyon katsayisini (cm?/s); f, kare

dalga frekansini (Hz); Ey/, ise tepkimenin yar1 dalga potansiyelini (V) ifade eder.
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Sekil 2.8 Tersinir ve hizl1 bir tepkime i¢in kare dalga voltamogrami (nE,=50 mV ve
nAE=2mV, A®y. net cevap ve @& ileri ve @: geri bilesenleri)

Boylece Sekil 2.8’de gosterildigi gibi ileri puls bir katodik akimi geri puls ise bir anodik
akimi olusturur. Bu akimlarin farki uygulanan potansiyele kars1 grafige gegirilerek kare
dalga voltamogramlari olusturulur. Bu fark derisimle dogru orantilidir, pik potansiyeli
de yar1 dalga potansiyeline karsilik gelir. Olgiim son derece hizli yapildigindan birkag
voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini artirmak

miimkiindiir (Skoog vd. 2004, Scholz vd. 2010).

2.2.1.3 Voltametrik siyirma yontemleri

Siyirma voltametri, voltametrinin alt gruplarindan birisi olan ve elektroanalitik kimyada
onemli uygulama alanina sahip tekniklerdendir. Yiiksek duyarlilifa ve segicilige sahip
bir yontem olmasindan dolayisiyla siyirma voltametri, eser miktar tayinlerinde kullanilir
(Thomas ve Henze 2001). Siyirma voltametrisi yontemi ile ¢evre, klinik ve endiistriyel
numunelerde duyarli analizler yapmak mimkiindiir. Ayrica, siyirma voltametrisi

teknikleri ¢coklu element analizlerinde ¢esitlendirilerek uygulanabilir.

Siyirma voltametri, 6n deristirme islemi uygulanarak analit ¢alisma elektrodunda

biriktirilir. Boylece, bu teknigin en onemli avantaji olan seyreltik ¢ozeltilerde, diisiik
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tayin sinirlarinda (10_10 M - 107 M) calisma olanag1 saglanmis olur. Biriktirme
basamagi sirasinda voltametrik hiicre icgerisindeki ¢ozelti kontrol edilebilir bir hizla
karigtirtlir.  Karistirma, analitin  elektrot ylizeyine ulagmasina yardimci olur ve
elektrodun difiizyon tabakasini azaltir. Elektrot yiizeyinde biriktirilen maddenin
tamaminin geri kazanilabilmesi ve yontemin duyarlilignin iyi olmasi i¢in karistirma

hiz1 tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir olmalidir.

On deristirme islemini izleyen siyirma adiminda analit, elektrot yiizeyinden cdzeltiye
tekrar alinir. Bu sirada kaydedilen akim cevabi, numunedeki analit derigimiyle dogrudan
iligskilendirilir. Siyirma basamaginda DV, KDV ve DPV gibi cesitli voltametrik
teknikler kullanilabilir.

Siyirma voltametride analizin duyarliligi, karistirma hizinin yani sira biriktirme siiresine
ve biriktirme potansiyeline de baglidir. Biriktirme islemi sirasinda elektroda uygulanan
potansiyel, belirlenen biriktirme siiresinde analitin yar1 dalga potansiyelinden birkag yiiz
mili volt daha biiyiik bir potansiyelin uygulanmasiyla belirlenebilir. Duyarliligi
artirabilmek icin elektrot yiizeyine miimkiin oldugunca ¢ok madde biriktirilmesi
amaclanir. Biriktirme siiresinin uzun tutulmasi, elektrot ylizeyinde biriken madde
miktarint artirmanin bir yoludur. Ancak, yontem gelistirme ¢aligsmalarinda uzun analiz
stireleri tercih edilmemektedir. Elektrot yiizeyine biriktirilen maddenin ¢ozeltiye geri
verilmesi, istenmeyen etkilesimlerin ve kimyasal tepkimelerin gergeklesme olasiliginin
bulunmasindan dolay1 zorlasabilmektedir. Elektrot yiizeyi, biriktirme siiresi ile

doygunluga ulasir ve 6l¢iilen akimlarda degisim kaydedilmeye baslar.

Anodik siyirma voltametri ve katodik siyirma voltametri, dnderistirme ve styirma
basamaklarinda faklilik gosteren siyirma voltametrinin iki g¢esididir. Anodik siyirma
voltametrisinde, katodik on deristirme isleminden sonra daha pozitif potansiyellere
dogru potansiyel taramasi yapilir ve ylikseltgenme akimi Olgiiliir. Katodik siyirma

voltametri bunun tam tersidir ve indirgenme akimi 6lgiiliir.

Ayrica, adsorptif styirma voltametrisinde tayin edilecek madde, adsorptif olarak elektrot

yiizeyinde biriktirildikten sonra katodik ya da anodik yonde taranarak -elektrot
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yizeyinden siyrilir. Katodik yonde yapilan taramaya, katodik adsorptif siyirma
voltametri (KAdSV); anodik yonde yapilan taramaya anodik adsorptif siyirma
voltametri (AAdSV) denir.

2.3 Kaynak Arastirmasi

Bu bolimde RBK ve MKB tayini i¢in yapilmig spektrofotometrik, kromatografik ve
elektrokimyasal ¢alismalar kisaca 6zetlenmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda bu
ila¢ etken maddelerinin tayininde voltametrik yontemlerin kullanilmadig: belirlenmistir.
Ayrica, temel farmakopelerde de (Amerikan Farmakopesi, Avrupa Farmakopesi ve
Ingiliz Farmakopesi) belirtilen etken maddelerin analiz yontemi ile ilgili bir rapor

bulunamamustir.

2.3.1 RBK tayini i¢in yapilan ¢calismalar

Hartter ve arkadaslarinca (2000), reboksetin’in nicel analizi i¢in kolon degistirme,
izokratik HPLC yontemi gelistirilmistir. Serum numunesi dogrudan sisteme enjekte
edilmis, 20 um boyutunda Cg bagl silika ile doldurulmus 10 X 4 mm boyutunda
temizleme kolonu, % 2,5 asetonitril—su ¢ozeltisi kullanilarak serum igerisindeki protein
ve bozucu etkiler uzaklagtirllmistir. Lichrospher CN (tanecik boyutu 5 pm) analitik
kolonda (250 x 4,6 mm i¢ c¢apinda) 15 dakikadan az bir silirede ayirma
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak 1,5 mL dakika™ akis hizinda, asetonitril-0,008
M Ky;HPO, (pH’s1 6,4’e H3PO, ile ayarlanmig) karisimi kullanilmig; UV dedektor
kullanarak 273 ve 226 nm dalga boylarinda 6l¢iim yapilmistir. Reboksetin i¢in alt tayin
simir1 273 nm’de 15 ng mL™, 226 nm’de 4 ng mL™, giinler aras1 standart sapma degerini
% 2,7-% 6,7; geri kazanim ise > % 90 olarak hesaplanmistir. Reboksetin ile birlikte
kullanilabilecek diger psikotrop ilaglarin analizleri de yapilmis; sonu¢ olarak,
reboksetin’in amisiilpirid, olanzapin ve risperidon ile girisim etkisi yapabilecegi tespit
edilmistir. Gelistirilen yontemin ila¢ analizleri disinda farmakokinetik caligmalarda da

kullanilabilecek kesinlik ve dogrulukta sonug verdigi belirtilmistir.
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Raggi ve arkadaslarinca (2002), tiirev spektrofotometre ve kapiler elektroforez ile ilag
tabletlerinde reboksetin’in nicel tayini yapilmistir. Numunelerin analize hazirlanmasi
icin pH 2,5’e ayarlanmis 50 mM fosfat tamponu ile ekstraksiyon isleminden sonra,
santrifuj ve seyretme islemleri yapilmistir. Spektrofotometrik dlglimlerde UV bolgede
206 ve 274 nm’de iki maksimum absorbans degeri kaydedilmis, alinan dordiincii
tirevler sonucunda 287 nm ve 282 nm dalga boylarindaki degerler kullanilarak
hesaplamalar yapilmistir. Dordiincti tiirev  spektrofotometrik yontemde, dogrusal
calisma aralig1 20-100 pg mL™, gozlenebilme smir1 7 pg mL? ve alt tayin smir1 20 pg
mL™ hesaplanmistir. Spektrofotometrik tayinde dogruluk (% 99,7 geri kazanim) ve
kesinlik (% 3,4 ortalama bagil standart sapma) agisindan tatmin edici sonuglar elde
edildigi; uygulanan yontemlerin basit, giivenilir, hizli, ekonomik ve cevreye zarar

vermeyen uygulamalar oldugu belirtilmistir.

Raggi vd. tarafindan (2002), reboksetin’in insan serumunda iki farkli yiiksek
performansli sivi kromatografi yontemi ile tayini yapilmistir. Reboksetin’in plazmadaki
tayini i¢in UV dedektor kullanilarak izokratik sivi kromatografi yontemi ve florimetrik
dedektor kullanilarak 6n kolon tiirevlendirme ydntemi uygulanmistir. HPLC-UV
yonteminde; durgun faz olarak Varian ters faz ResElut Cg kolon (150 x 4,6 mm i¢
capinda, 5 pm), hareketli faz olarak asetonitril-pH 2,6; 11,3 mM sulu tetrametil
amonyum perklorat (40:60, h/h) karistmi 1 mL dakika™ akis hizinda kullanilmustir.
Olgiimler 230 nm dalga boyunda yapilmistir. HPLC-FL (florimetri) yonteminde ise
durgun faz olarak ayni kolon, hareketli faz olarak tetrahidrofuran—pH 7,5; 0,1 M fosfat
tamponu (50:50, h/h) karisimi 1,3 mL dakika™ akis hizinda kullanilmistir. Reboksetin
260 nm’de uyarilirken floresans siddeti 314 nm de izlenmistir. Dibenzepin’in i¢ standart
olarak kullanildigt HPLC-UV yo6nteminde reboksetin i¢in alikonma siiresi 7,8 dakika,
HPLC-FL yonteminde ise 14,3 dakika olarak bulunmustur. Plazmada cok diisiik
diizeylerdeki reboksetin miktarmi tayin etmek igin, alt tayin simirmm 11,0 ng mL™,
gbzlenebilme sinirinin 4,0 ng mL™* oldugu, 9—florenilmetil kloroformatla tiirevlendirme
isleminin yapildigt HPLC-FL yontemi uygulanmigtir. HPLC-UV yo6nteminde alt tayin
smirt 45 ng mL™?, gbzlenebilme sinir1 15 ng mL™ olarak hesaplanmistir. Plazmada
bulunan reboksetin tayini i¢in her iki yontemin hizli ve basit uygulamalari ile dogru ve

kesin sonuglar elde edildigi belirtilmistir.
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Frahnert ve arkadaslarinca (2003), insan serumunda onsekiz antidepresan ve dort atipik
antipsikotigin ve aktif metabolitlerinin izokratik ters faz HPLC ydtemi ile tayini
yapilmistir. Kromatografik ayirma, ilag ve metabolitlerinin kati faz ekstarksiyonu
sonrasinda Nucleosil 100-5-Protect 1 kolonda (250 x 4,6 mm L.D., 5 um) yapilmistir.
Mobil faz olarak 25 mM potasyum dihidrojenfosfat tamponu (pH 7,0)-asetonitril
(60:40) karigimi kullanilmistir. Reboksetin i¢in kaydedilen alikonma zamani 10,2
dakikadir. Reboksetin i¢in belirlenen dogrusal ¢alisma araligi 5-1000 ng mL™ dir. Geri
kazanim degeri % 93,4-% 100,6, giin ici ve gilinler aras1 bagil standart sapma degerleri

sirastyla % 3,8-% 7,0 ve % 2,9-% 7,0 araligindadir.

Kirchherr ve Kiihn-Velten tarafindan (2006), HPLC ve kiitle spektrofotometresi
kullanilarak 48 tane antidepresan ve antipsikotigin serumda es zamanli nicel tayini i¢in
tek drnek-ii¢ enjeksiyon yaklasimi ile bir yontem gelistirilmistir. ilaclar; diisiik, orta ve
yikksek derisimde olmak iizere (0,5-2000 ng mL™? araliginda) ii¢ gruba ayrilmus;
calisgmada Chromolith Speed ROD Cjg (50 mm x 4,6 mm) analitik kolon, metanol ve 5
mM asetik asit (pH 3,9) karisimi hareketli faz olarak kullanilmistir. Reboksetin igin
calisilan derisim araligi 10-1000 ng mL™ olarak belirlenmis, alikonma siiresi 3,5 dakika,
korelasyon katsayis1 0,9987, geri kazamim % 109 ve alt tayin sir1 1,43 ng.mL™ olarak

hesaplanmuistir.

Khalil tarafindan (2010), reboksetinin insan serumunda eser nicel analizi i¢in otomatik,
yiiksek segicilige sahip, hizli bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Numune hazirlama
basamaginda ©6n kolon tlirevlendirme islemi 7-floro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol
(NBD-F) ¢ozeltisi kullamlarak yapilmistir. ¢ standart olarak paroksetin kullanilmustir.
Reboksetin ve paroksetin igeren serum numunesi NBD-F ile borat tamponunda (pH 8)
70 °C’de 30 dakika 1sitilarak tlirevlendirilmistir. Tiirevlendirilmis plazma numunesi 6n
kolonu (Shim-pack MAY1-ODS, 10 mm x 4, 6 mm L.D., 12 nm gbzenek ¢api, 50 pm
tanecik cap1) bulunan HPLC sistemine enjekte edilmis, numune 1 dakika siireyle 5 mL
dakika™ akis hizinda asetonitril-% 2 asetik asit (40:60) hareketli fazinda yikanmustir.
Otomatik olarak numunenin analitik kolona ge¢mesiyle ayirma islemi yapilmistir.
Kromatografik ayirma islemi Hypersil 120A (250 mm X% 4,6 mm 1.D., 5 um) analitik

kolanda 10 mmol L™ sodyum asetat tamponu (pH 3,5)-tetrahidrofuran-asetonitril
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(55:35:10, h/h/h) karisimi kullanilarak 2,0 mL dakika * akis hizinda gerceklestirilmistir.
Tayin i¢in floresans dedektdr kullanilmis ve uyarma dalga boyu 470 nm ve emisyon
dalga boyu 530 nm olarak belirlenmistir. Reboksetin i¢in dogrusal ¢calisma araligi 2-500
ng mL?, gdzlenebilme smirt 0,5 ng mL™ ve alt tayin smirt 1,7 nm mL™ olarak
hesaplanmistir. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinin standart sapma
degerleri sirastyla % 2,25 ve % 3,01; geri kazanim degerleri % 100,11 £+ 2,24 ve %
100,99 + 2,98 olarak belirlenmistir.

2.3.2 MKB tayini icin yapilan calismalar

Stefan ve arkadaslarinca (1996) nitrobenzende, MKB tayini i¢in MKB-dipikrilamin
iyon ¢ifti kompleksiyle sivi membran elektrot hazirlanmis; bu Segici elektrodun
dogrusal calisma aralizn 10°-10° M, gozlenebilme smt 3 x 107 M olarak
belirlenmistir. Segici, kararl, tekrarlanabilir ve hizli sonuglar elde edilmistir. Membran
elektrotta moklobemidin ilaglardaki tayini potansiyometrik olarak gergeklestirilmis; geri

kazanim degeri % 99,96 ve bagil standart sapma < % 2 olarak hesaplanmistir.

Adikwu ve Ofokansi (1997) tarafindan, moklobemid tayini i¢in basit ve duyarli bir
spektrofotometrik yontem gelistirilmis; bu yontemde moklobemid Lewis bazi,
kloranilik asit Lewis asiti olarak kullanilmistir. Dioksanda hazirlanmis kloranilik asite
iliskin maksimum absorpsiyon 430 nm’de kaydedilmistir. Kloranilik asit ¢ozeltisi ile
moklobemid birebir oraninda karistirilmis; sarimsi-pembe rengin kompleks olusum
sonrasinda eflatuna dontistiigli goriilmistiir. Yiik aktarim kompleksi olusumunu
dogrulayan, 526 nm’de gii¢lii bir absorpsiyon piki kaydedilmistir. Beer kanunu ile uyum
4-36 mg.100 mL™? derisim araliginda kaydedilmistir. Gelistirilen yontemin yiiksek bir
geri kazanim orani ve iyi bir tekrarlanabilirlikle piyasadaki moklobemid igeren tablet

analizlerine basariyla uygulanabilecegi belirtilmistir.

Hoskins ve arkadaslarinca (2001), plazmadaki moklobemid ve metabolitlerinin (Ro 12-
5637 ve Ro 12-8095) tayini i¢in hizli ve duyarli sivi kromatografi-elektrosiprey
iyonizasyon kiitle spektrometresi (HPLC—ESI-MS) yontemi gelistirilmistir. Ornek

hazirlama basamaginda 0,5 mL plazma i¢in Cig kartuju kullanarak kati faz
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ekstraksiyonu yapilmistir. Calismada Nova-Pak fenil kolon (Waters, 4 um, 150 x 2
mm), 0,2 M amonyum format tamponu (pH 3,57) ve asetonitril karisimindan olusan
(55:45, h/h) hareketli faz kullanilmistir. Tiim analitler igin alt tayin s 0,01 pg mL™

olarak hesaplanmuistir.

Misztal ve arkadaslarinca (2002), i¢ standart olarak nadolol kullanilarak, 1 mL plazma
ve 500 mg siyanopropilsilan ile doldurulmus Bakerbond CN kolonunda kati faz
ekstraksiyonuyla moklobemit ve {i¢ metabolitinin miktar tayinini yapilmistir.
Asetonitril-metanol-0,067 M fosfat tamponu (pH 2,65)-% 0,4 trietilamin
(12,7:1,9:85:0,4, h/h/h/h) hareketli faz, Nova-Pak Cg-dp 4 um ile doldurulmus analitik
kolon (150 x 3,9 mm i¢ ¢apinda) ve 230 nm UV dedektdr kullanilarak 1,3 mL dakika™
akis hizinda izokratik olarak ayirma ve tayin islemleri gerceklestirilmistir. Hareketli
fazdaki % 0,4 trietilaminin, moklobemid ve metabolitlerinin pik simetrisini iyilestirdigi
belirtilmistir. Nova-Pak Cig ve LiChrosorb Cig kolonlarminin performansi incelenmis,
tiim bilesenler i¢in Nova-Pak Cg kolonunun analiz edilen maddeler igin en iyi ayirmay1
sagladigi gozlenmistir. Hareketli fazin akis hizinin ve pH degerinin pik simetrisine
etkisi de incelenmistir. Hareketli fazin pH’sinin 4’den biiyiikk oldugu durumlarda M3
(Ro 12-8095) ve M1 (Ro 16-3177) igin; 6’dan biiyiik oldugu durumlarda moklobemid
ve M2 (Ro 12-5637) igin pik kuyruklanmasi oldugu belirlenmistir. Alt tayin siniri
moklobemid i¢in 10 ng mL™, M1 i¢in 8 ng mL™, M2 i¢in 10 ng mL™, ve M3 igin ise 15
ng mL? olarak hesaplanmustir. Ug farkli derisimde yontemin dogrulugu incelenmis;
moklobemid i¢in 84,55-93,68, M1 i¢in 83,28-92,30, M2 i¢in 86,31-92,66 ve M3 i¢in
88,42-93,40 olarak hesaplanmigtir. Giinler arasi kesinlik verileri moklobemid igin 5,71-
7,50, M1 i¢in 2,91-6,58, M2 icin 4,98-6,40 ve M3 i¢in 0,94-4,73 olarak hesaplanmistir.

Amini ve arkadaglarinca (2004), kan plazmasinda moklobemid tayini igin yiiksek
performansl s1vi kromatografi (HPLC) yontemi gelistirilmistir. Moklobemid’in standart
stok cozeltisi metanolde hazirlanmistir. Kan 6rnekleri ¢aligmaya katilan ondort saglikli
goniilliilden ilacin alimindan 6nce ve 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8 ve 10 saat sonra
toplanmistir. Plazma Orneklerinin ekstraksiyonu dipotasyum hidrojen fosfat ve
diklorometan ile yapilmis; organik tabaka % 1’lik fosforik asit ile muamele edilmistir.

ODS kolonda (250 mm x 4,6 mm, Sum), oda sicakliginda izokratik ayirma yapilmistir.
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Hareketli faz olarak 5 mM NaH,POg-asetonitril-trietilamin (1000:350:10, h/h/h), pH 3,4
karisimi  kullanilmustir. Analizler 1,0 mL dakika® akis hizinda gergeklestirilmis;
moklobemid 240 nm de ultraviyole (UV) bdlgede tayin edilmistir. Moklobemid’in
alikonma stiresi 6,7 dakika olarak belirlenmistir. Dogrusal ¢aligma araligi 15,6-2000 ng
mL? (korelasyon katsayist > 0,999), alt tayin smir1 15,6 ng mL™ ve gozlenebilme smiri
5 ng mL™ olarak belirlenmistir. Ortalama mutlak geri kazamm % 98,2 bulunmustur.
Onerilen yontemin moklobemid’in plazmada tayininde, basit bir s1vi-s1v1 ekstraksiyonu
ile se¢ici, kesin ve dogru bir yontem oldugu; zaman kazandiran ve ekonomik bir yontem

oldugu; farmakokinetik ¢aligmalara uygun oldugu belirtilmistir.

Kirchherr ve Kiihn-Velten tarafindan (2006), HPLC ve kiitle spektrofotometresi
kullanilarak 48 tane antidepresan ve antipsikotigin serumda es zamanli nicel tayini i¢in
tek drnek-ii¢ enjeksiyon yaklasimi ile bir yontem gelistirilmistir. ilaclar; diisiik, orta ve
yikksek derisimde olmak iizere (0,5-2000 ng mL™' araliginda) ii¢ gruba ayrilmus;
calisgmada Chromolith Speed ROD Cjg (50 mm x 4,6 mm) analitik kolon, metanol ve 5
mM asetik asit (pH 3,9) karisimi hareketli faz olarak kullanilmistir. Moklobemid igin
calisilan derigim araligi 100-10000 ng mL? olarak belirlenmis, alikonma siiresi 2,1
dakika, korelasyon katsayis1 0,9997, geri kazamm % 102 ve alt tayin s 5,7 ng mL™

olarak hesaplanmustir.

Rakic ve arkadaslarinca (2007), moklobemid’in ve iki metabolitinin (Ro 12-5637 ve Ro
12-8095) plazmada tayini igin yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi
gelistirilmistir. Numune hazirlama basamaginda kat1 faz ekstraksiyonu kullanilmis; 0,5
mL plazma, 25 pL i¢ standart ve 2 mL, 0,05 M KH,PO, (pH 8,4) ile karistirilarak
Speedisk™ H20-Philic DVB kolondan gegirilmistir. Ayirma islemi, Waters XTerra'
RP18 kolon (5 um, 150 mm x 4,6 mm) kullanilarak yapilmistir. Hareketli faz olarak %
1 trietilamin (pH 3,9) igeren 10 mM KH,PO, ve asetonitril (83:17, h/h) karisimi
kullanilmus; akis hizi 1,2 mL dakika™ olarak belirlenmistir. UV dedektdr kullanilarak
240 nm’de tayin yapilmustir. Moklobemid igin 0,02-5,00 mg.L™, Ro 12-5637 igin 0,02-
1,00 mg L™, Ro 12-8095 icin ise 0,02-3,00 mg L derigim araligi calisilmistir. Ortalama
mutlak geri kazammi % 90’dan biiyiik ya da esit; alt tayin smir1 0,02 mg L™ olarak
hesaplanmistir. Gozlenebilme sinir1 moklobemid ve Ro 12-5637 icin 0,005 mg L, Ro
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12-8095 i¢in 0,008 mg L™ olarak bulunmustur. Yéntem segiciligini kesinlestirmek
amaciyla hedeflenen hasta popiilasyonunda siklikla kullanilan diger ilaglarin potansiyel
girisim etkileri de incelenmistir. Depresif hastalarda, tekli ya da ¢oklu tedavilerde
moklobemid’in ve iki metabolitinin farmakokinetigini belirlemek icin, gelistirilen bu

yontemin klinik farmakokinetik ¢aligmalarda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Plenis vd. (2007), moklobemid’in ve iki metabolitinin (Ro 12-5637 ve Ro 12-8095)
insan serumunda RP-HPLC yo6ntemi ile tayini i¢in yontem gelistirilmistir. Hareketli faz
olarak, pH degeri 2,7’ye % 85 orto-fosforik asitle ayarlanmis asetonitril-su (25:75, h/h)
karisimi, sabit faz olarak Nucleosil 100 (125 x 4; 5 um) Cyg analitik kolon ve i¢ standart
olarak fenasetin kullanilmistir. On deristirme islemi uygulanmis ve tayin UV dedektorle
239 nm’de gergeklestirilmistir. Dogrusal ¢alisma araligi moklobemid igin 20-2500 ng
mL™, Ro 12-8095 i¢in 20-1750 ng mL™ , Ro 12-5637 i¢in 30-350 ng mL™?; alt tayin
sinir1 moklobemid ve Ro 12-8095 igin 10 ng mL™ ve Ro 12-5637 igin ise 30 ng mL™
olarak hesaplanmistir. Saghkli 20 goniillii iizerinde tek doz alimi (Aurorix® 150
mg/tablet) ile yapilan degerlendirmeler sonucunda yontemin farmakokinetik ¢alismalar

icin basari ile uygulanabilecegi belirtilmistir.

Malfara vd. (2007), en yaygm kullanilan 10 tirisiklik ve tirisiklik olmayan
antidepresanin tayini i¢in HPLC yontemi Onerilmistir. Bu antidepresanlar imitramin,
amitiriptilin, klomipramin, fluoksetin, sertralin, paroksetin, mirtazapin, moklobemid ve
duloksetindir. Sivi-sivi ekstraksiyonuyla moklobemid disindaki ilaglarin geri kazanim
degerleri % 72 ile % 86 arasinda hesaplanmistir. Moklobemid i¢in hesaplanan % 59 geri
kazanim degeri kabul edilebilir bulunmustur. Izokratik eliisyon, oda sicakliginda
LiChrospher 60 RP-select B (250 mm x 4 mm, 5 um) kolonu kullanilarak, 230 nm’de
gerceklestirilmistir. Hareketli faz % 35 asetonitril-metanol (92:8, h/h) ve % 65; 0,25 M
sodyum asetat tamponu (pH 4,5) karisimindan olusturulmustur. Moklobemid igin

dogrusal ¢alisma aralig1 2,5-1000 ng mL™, alt tayin smir1 2,5 ng mL™? hesaplanmustir.

Vujic ve arkadaglarinca (2009), antidepresan olan maprolin, desipramin ve
moklobemid’in ters-faz yiiksek perdormanshi sivi kromatografisi (PR-HPLC) ile

eliisyonu i¢in bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Optimum kromatografik
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kosullarin belirlenmesi igin iki farkli hareketli faz karigimda, sicakligin ve akis hizinin
ayirmaya etkileri Supelcosil LC-18 (120 mm x 4,6 mm, 5 um) kolonda incelenmistir.
Hareketli faz olarak amonyak-etanol (6:94, h/h) karisimi ve asetonitril kullanilmustir.
Dogrusal ¢alisma araligi maprolin igin 36,3-400 ng mL™, desipramin i¢in 9,1-100 ng
mL™ ve moklobemid i¢in 45,45-500 ng mL™ olarak belirlenmistir. Yéntem Auromid®
tablet numunelerine basariyla uygulanmis; geri kazanim degeri 99,48-101,64 olarak
belirlenmigtir. Hareketli fazda tampon c¢ozelti kullanilmamas: ve numune hazirlama

basamaginin ekstraksiyon igermemesi yontemin avantajlari olarak belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde, deneysel c¢alismalarda kullanilan cihazlar ile donanmimlari, ilag etken
maddeleri ile diger kimyasal maddeler, ¢ozeltiler ile hazirlanmalari, ilag tabletlerinin,
serum ve idrar numunelerinin analize hazirlamalari ve kullanilan deneysel teknikler

kisaca anlatilmistir.

3.1 Cihazlar ve Malzemeler

Civa ylizeyindeki elektrokimyasal ¢alismalar BAS marka civa elektrot standi (BAS,
CGME), CHI-760 B marka elektrokimyasal ¢alisma tinitesi; cams1 karbon yiizeyindeki
calismalarda BAS C3 kati1 elektrot standi, BAS 100W elektrokimyasal ¢aligma {initesi
kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.1).

CHI-760 B elektrokimyasal ¢aligma initesi

il
BAS cwva elektrot standt BAS C3 kati elektrot standt

, e

S5 Wes b \ BAS karsit elektrot

BAS camst karbon elektrot
BAS referans elektrot

Sekil 3.1 Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanilan elektrotlar ve hiicre stantlar

37



Voltametrik ¢alismalarda, ¢alisma elektrodu olarak asili damla civa elektrodu (ADCE)
ve 3 mm ¢apli, camsi karbon elektrot (CKE) (BAS MF 2012); karsit elektrot olarak Pt
tel (BAS MW-1032); referans elektrot olarak ise Ag/AgCI elektrot (BAS MF-2052
RE-3M KCl) kullanilmustir (Sekil 3.1). Bulk elektroliz ¢alismalari, ADCE’deki ilag
etken maddelerinin indirgenmesinde aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi igin,
calisma elektrodu olarak yiizey alan1 56 cm® olan civa havuzu: CKE’deki ilag etken
maddelerinin yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisinin belirlenmesi icin 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-1032)
kullanilarak yapilmistir. Voltametrik ¢alismalarin oncesinde ve sonrasinda referans
elektrot ile karsit elektrot kullanilan ¢oziicii-destek elektrolit ¢ozeltisi ve saf su ile
yikanmistir. Calisma elektrodu olarak ADCE’nin kullanilmadigi durumlarda, civa
standindaki kilcal seyreltik nitrik asit ¢ozeltisine daldirilarak saklanmistir. Bu kilcal,
caligmalarin 6ncesinde makul bir siire sirasiyla saf suda ve kullanilan ¢oziicii-destek
elektrolit ¢oOzeltisinde bekletilmistir. Calismalarda her voltametrik Olgiim Oncesi 2

damla civa akitilmis ve 6l¢timlerde taze (temiz) civa damlasi kullanilmasi saglanmustir.

CKE’nin kullanildig1 ¢alismalarda, elektrot her 6l¢iimden dnce tiretici 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. Sonra elektrot sirasiyla saf su ve kullanilan ¢oziicii-
destek elektrolit ¢ozeltisi ile yikanmistir. Bazi durumlarda, camsi karbon elektrot farkli

potansiyel araliklarinda elektrokimyasal olarak temizlenmistir.

Caligmada 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 yapilmustir.

Calismada kullanilan saf su Elga Purelab marka saf su cihazindan elde edilmistir.
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pH olgiimleri, Thermo Orion Model 720A pH-iyon metre ve Orion kombine cam pH
elektrodu (912600) sistemiyle yapilmistir. pH elektrotlari, kullanimdan &nce primer
standart potasyum hidrojenftalat (pH 4,13) ve sodyum bikarbonat (pH 8,20) tampon

cozeltileri ile oda sicakliginda kalibre edilmistir.

Cozeltileri karistirilmasinda farkli marka ve modellerde manyetik karistiricilar

kullanilmistir.

Calisma elektrotlar1 temizleme ve gerekli ¢ozme islemleri Ultrasonic LC30H marka

ultrasonik banyo kullanilarak yapilmistir.

3.2 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve temin edildigi firmalar

Cizelge 3.1°de alfabetik olarak listelenmistir.

Cizelge 3.1  Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal maddenin ad1 Formiili Saflik derecesi Temin edildigi firma
Aliiminyum oksit Al,O3 - Merck, Almanya
Amonyak NH; > % 25 Merck, Almanya
Amonyum kloriir NH,CI > % 99,8 Merck, Almanya
Asetik asit CH;COOH > 0% 99,5 Merck, Almanya
Asetonitril CH5CN >99,9% (HPLC saflikta) Sigma-Aldrich

Azot gazi N, % 99,99 Oksan, Tirkiye
Borik asit B(OH); % 99,5 Merck, Almanya
Alblimin (s1gir serumundan) - >% 97 Fluka

Civa Hg Yiiksek saflikta BDH Chem, Ingiltere
Fosforik asit HsPO, % 85,0 Pancreac, Ispanya
Hidroklorik asit HCI % 37,0 Pancreac, Ispanya
Metanol CH3;0H >99,9% (HPLC saflikta) Riedel-de Haen
Nitrik asit HNO; > % 65,0 Merck, Almanya
Sodyum hidroksit NaOH > % 99,0 Merck, Almanya
Sodyum bikarbonat NaHCO; % 99,5-100,5 Sigma-Aldrich
Potasyum hidrojenftalat CsgH5KO, % 99,9-100,5 Merck, Almanya
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3.3 Standart Ila¢ Etken Maddeleri

Calismada kullanilan standart ilag etken maddeleri ve temin edildigi firmalar asagida
verilmistir:
»  Reboksetin metansiilfonat (RBK): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde
% 98,0 saflikta olup Pfizer Inc. Grodon/New London Laboratories’den temin
edilmistir.
= Moklobemid (MKB): Beyaz ve kokusuz toz halindeki etken madde % 99,9

saflikta olup Eczacibasi lag San. ve Tic. AS’den temin edilmistir.

3.4 llac Tabletleri ve Biyolojik Sivilar

Calismada, Tiirk ilag rehberi Vademecum 2010°da kayitli olan asagidaki ilac tabletleri
kullanilmistir:

» Edronax: RBK’ya yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde
olarak 4 mg reboksetine es deger 5,2 mg reboksetin metansiilfonata igerdigi
bilinen Pfizer Italia S.r.1. tarafindan iiretilen Edronax® tabletleri kullanilmustir.

= Aurorix: MKB’ye yonelik analitik uygulamalarda, her bir tablette etken madde
olarak 150 mg MKB icerdigi bilinen Roche Miistahzarlar1 San. A.S. Tirkiye
tarafindan iiretilen Aurorix® tabletleri kullanilmistir.

Biyolojik s1v1 olarak kullanilan kan serumu ve idrar 6rnekleri ise saglikli goniilliilerden

alinmustir.

3.5 Cozeltiler ve Hazirlanisi
3.5.1  Standart etken maddelerin stok ¢ozeltileri

Calismalarda kullanilan her bir ilag etken maddesinden uygun miktarda tartilip
metanolde ¢6ziilerek 5,0 mM 25,0 mL ilgili maddelerin stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Hazirlanan stok c¢ozeltiler 151k almayacak sekilde aliiminyum folye ile sarilmis ve +4
°C’de saklanmistir. Calisma ¢ozeltileri ise, bu stok g¢ozeltilerin deneysel ¢aligmalarda
kullanilacak olan ¢o6ziicii-destek elektrolitle seyreltilmesi ile hazirlanmistir. Seyreltme

islemleri kullanilmadan hemen 6nce yapilmaistir.
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3.5.2 Destek elektrolit ¢ozeltileri

Britton—Robinson tamponu (BR) (pH 2,0 - 12,0): BR ¢ozeltisi buzlu asetik asit, borik
asit ve fosforik asit ¢ozeltilerinden, her bir bilesenin analitik derisimi 0,04 M olacak
sekilde, gerekli miktarlarda alinip hacim 1,0 L olacak sekilde suda c¢oziilerek
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin pH’lar1 0,10 M NaOH ve 0,10 M HCI c¢ozeltileri
kullanilarak istenilen degere ayarlanmigtir. BR tamponu +4 °C’de saklanmistir (Rege
2011).

Amonyak—amonyum kloriir tamponu (pH 8,2 - 10,2): Toplam analitik derisim 1,2 M,
pH degeri yaklasik 8,5 olacak sekilde derisik NH3 cozeltisi ile NH4Cl ¢ozeltisinin
belirli oranlarda karistirilip hacmin 1,0 L’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Bu
¢ozeltilerin pH’lar1 0,10 M NaOH ve 0,10 M HCI ¢ozeltileri kullanilarak istenilen

degere ayarlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozelti +4 °C’de saklanmustir.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,10 M NaOH ¢ozeltisi, belirli miktarda kati sodyum
hidroksitin ultra saf su ile toplam hacim 25,0 mL olacak sekilde Olgiilii balonda

¢ozililmesiyle hazirlanmistir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI ¢ozeltisinin belirli oranda seyreltilmesiyle 0,10
M 25,0 mL HCI ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.6 llac Tabletlerinin Analize Hazirlanmasi

Her bir ilag i¢in 10 tabletin tamami tartilarak 1 tabletin ortalama kiitlesi belirlenmis;
tartilan bu tabletlerin tamami porselen havanda o&giitiilerek toz haline getirilmis; 1
tabletin kiitlesine esit miktarda tartim alinmis; 100,0 mL’lik 6l¢iilii balona aktarilmistir.
Olgiilii balona yaklasik 75-80 mL metanol konup 30 dakika ultrasonik banyoda ilag
etken maddesinin ¢6ziinmesi saglanmis ve hacmi metanol ile 100,0 mL’ye
tamamlanmistir. Coziinmeyen destek ve katki maddelerinin ¢okmesi i¢in, oda
sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Cokme islemi tamamlandiktan sonra 100,0 mL’lik

Olclili balondaki karisimin berrak kismindan belirli hacimde ¢ozelti alinmis ve
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kullanilan ¢dziicii-destek elektrolitle seyreltilerek analizlerde kullanilmistir. Tablet

¢ozeltileri kullanilacagi zaman taze olarak ¢oziicii-destek elektrolitle seyreltilmistir.

3.7 Bovin (s181r) Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi

Liyofilize BSA’dan uygun miktarda tartilip saf suda ¢oziilerek 5,0 mM 25,0 mL stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 151k almayacak sekilde aliiminyum folye
ile sarilmis ve +4 °C’de saklanmastir. Calisma ¢ozeltileri ise, bu stok ¢ozeltilerin saf su
ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Seyreltme islemleri kullanilmadan hemen O6nce

yapilmuistir.

3.8 Serum Numunelerinin Analize Hazirlanmasi

Serum numuneleri s6z konusu ilact kullanmayan goniillillerden alinmis ve —25° C’de
saklanmigtir. Her bir ¢aligma i¢in 1,0 mL serum numunesine belirli miktarda standart
ilag etken maddesi veya tablet ¢ozeltisi ilave edilmis ve iki kisma ayrilmistir. Tlk kisim
lizerine serum proteinlerini ¢oktiirmek i¢in asetonitril ilave edilmis ve 2500 devir/dakika
hizla 15 dakika santrifiijlenerek ¢oken proteinler ayrilmistir. Diger kisim ise, serum
proteinlerini ¢oktiirmeden analizlerde kullanilmistir. Analizler sirasinda, bu kisimlardan

alian belirli miktarlar ¢oziicii-destek elektrolit ile seyreltilmistir.

3.9 idrar Numunelerinin Analize Hazirlanmasi

Idrar numuneleri s6z konusu ilac1 kullanmayan saglikli bireylerden alinmigtir. 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 seyreltilerek kullanilmistir.
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3.10 Deneylerin Yapihisi
3.10.1 Doniisiimlii voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢aligma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra, ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak igin, ¢6zeltiden baslangigta 25-30 dakika argon
veya azot gazi1 gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti {izerinden
gaz gecirilerek) baslangic ve bitis potansiyeli ayn1 olacak sekilde ayarlama yapilip sabit
tarama hizinda déniisiimlii voltamogramlar kaydedilmistir. Olgiim aralarinda 30 s gaz
gecirilmis ve 2 s’lik durulma siiresinden sonra voltamogramlar kaydedilmistir. Bu

voltamogramin pik parametreleri yazilim tarafindan otomatik olarak belirlenmistir.

3.10.2 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 gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti iizerinden
gaz gecirilerek) basamakli adim yiiksekligi 1-8 mV; sinyal genligi 10-90 mV; puls
periyodu 50-300 ms; ornekleme genisligi 50-300 ms; uyarma sinyalinin frekansi (KDV
i¢in) 5-250 Hz araliginda degistirilerek voltamogramlar kaydedilmistir. Pik akim1 ve pik

sekli dikkate alinarak optimum parametreler belirlenmistir.

3.10.3 Kronokulometri

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 gazi1 gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢dzelti iizerinden
gaz gegirilerek) donilistimlii voltametriden elde edilen voltamogramlardan yararlanarak
indirgenme veya yiikseltgenmenin bagladigi ve tamamlandig1 potansiyeller secilerek
yiikiin (coulomb olarak) ve akimin zamanla degisimi incelenmistir. Qtoplam-tll2 ve i-1/ tH2
grafikleri ¢izilerek elektrokimyasal tepkimeler icin diflizyon katsayilari ve yiizey

kaplama katsayilarinin hesaplanmasinda yararlanilmistir.
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Bu amagla, Cottrell esitligi (Esitlik 3.1)

nFACD/?
. — — -1/2
i(t) = — iz T kt=/ (3.1)

ve bu esitlikteki akimin 0 - t zaman araliginda alinan integrali ile yiikiin zamanla

degisimini veren ifade kullanilmustir:

2nFACDY?t1/2
Qdif = T[1/2 (32)

Buradan, olusturulan Qg - t“2 grafiginin egiminden difiizyon kontrollii elektrot tepkime
mekanizmalaria ait difiizyon katsayist hesaplanir. Ancak, c¢alisilan etken maddeler
elektrot yiizeyine adsorplandigindan, asagidaki ifadeden yararlanilarak yiizey kaplama
katsayist ve diflizyon katsayisi hesaplanmigtir (Esitlik 3.3, Kissinger ve Heineman
1996):

Qtoplam = Qdif + Qaas + Qgt (3.3)
2nFACDY/?¢1/?
Qtoplam = 172 + nFATy + Q¢ (3.4)

Bu esitliklerdeki terimler:

Qroplam: elektroliz boyunca sistemden gecen toplam elektriksel yiik (C)

Quir : elektrot yiizeyine difiizyon ile tasman elektroaktif tiiriin elektrolizi i¢in
harcanan yiik miktar1 (C)

Qadgs : Calisma elektrodu yiizeyine adsorplanan elektroaktif tiiriin elektrolizi igin
harcanan yiik miktar1 (C)

Q. ! elektriksel ¢ift tabakadaki kapasitif yiiklenme i¢in harcanan yiik miktar
(©)

n : aktarilan elektron sayist (mol e'/mol molekiil)

F  : Faraday sabiti (96485 C/mol e")
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A :elektrot yiizey alani (cm?)

C  :elektroaktif tiiriin derisimi (mol/cm?®)

D : elektroaktif tiiriin difiizyon katsayist (cm?/s)
t . elektroliz siiresi (S)

I :yiizey kaplama katsayis1 (mol/cm?)

Cift tabaka yiikii (Q,) hesaplanmasi i¢in ortamda elektroaktif tir yokken
kronokulometri deneyleri yapilmistir. Qoplam - t2 degisim grafigi ¢izilmis ve bu grafigin
kesim noktasindan Qags + Qs toplam degeri bulunmustur. Ayni grafigin egiminden,
difiizyon katsayisi; kesim noktasindaki verilerden ise, ylizey kaplama katsayisi

hesaplanmustir.

3.10.4 Diferansiyel puls ve kare dalga adsorptif styyirma voltametri

Calisma ¢ozeltisinin 10,0 mL’sine ¢alisma, referans ve karsit elektrotlar daldirildiktan
sonra cihaz parametreleri optimum kosullara ayarlanmis ve ¢Oziinmiis oksijeni
uzaklagtirmak igin, ¢oOzeltiden baglangigta 25-30 dakika argon veya azot gazi
gecirilmistir. Inert gaz gecisi kesildikten sonra (ancak ¢ozelti {izerinden gaz gegirilerek)
biriktirme siiresi 0-300 s; biriktirme potansiyeli, ADCE ve CKE’nin kullanimina baglh
olarak adsorptif biriktirmeye uygun sekilde, her hangi bir elektrokimyasal doniistimiin
gerceklesmedigi potansiyel araliginda degistirilip DP ve KD voltamogramlari
kaydedilmis; pik akimmin en yiiksek ve pik seklinin de en uygun oldugu siire ve

potansiyel belirlenmistir.

3.10.5 Bulk elektroliz (BE)

Civa elektrot kullanilarak yapilan BE calismalarinda, belirli derisimde etken madde
iceren 50,0 mL’lik ¢dzeltiler yiizey alani yaklasik 56 cm? olan civa havuzundan olusan
calisma elektroduna, CKE kullanilarak yapilan BE c¢alismalarinda ise grafit kafes tel
elektrodun bulundugu hiicreye eklenmistir. Bu c¢ozeltiye, bir referans elektrot ile
igerisine sadece destek elektrolit ¢ozeltisi konulmus ve gozenekli bir disk ile deney

cozeltisinden ayrilmis bir karsit elektrot daldirilip 30-35 dakika inert gaz gecirilmistir.
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Elektroliz devresine, anodik pikler i¢in pik potansiyelinden daha anodik, katodik pikler
icin ise pik potansiyelinden daha katodik olacak sekilde bir potansiyel uygulanmistir.
Sistemden gecen akim, baslangi¢ akiminin % 0,1’ine ininceye kadar elektrolize devam
edilmistir. Elektroliz i¢in gerekli olan yiik miktarindan yararlanarak Esitlik 3.5’den
indirgenme veya yiikseltgenme tepkimesinde aktarilan elektron sayist hesaplanmistir

(Kissinger ve Heineman 1996).

_Q
N = = (3.5)
Bu esitlikte:
N . elektroliz olan maddenin miktar1 (mol)

Q  :toplam yiik (C)
n : aktarilan elektron sayist (mol e'/mol molekiil)
F

: Faraday sabiti (96485 C/mol €)

3.10.6 Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi

KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV yontemlerinde, ¢esitli ilag etken madde
derisimlerindeki ¢ozeltilerin belirlenen optimum kosullarda voltamogramlar: alinmis ve
pik akimlar belirlenmistir. Olgiilen pik akimlari, etken madde derisimine kars1 grafige
gecirilip kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerinin istatistiksel
degerlendirilmesi sonucu dogrusal calisma araligi, alt tayin siir1 ve goézlenebilme

siirlart hesaplanmistir.

3.10.7 1laclarda, serumda ve idrarda ila¢ etken madde analizleri

Destek elektrolit ortamina, belirtilen boliimlerdeki gibi hazirlanan, ilag tablet
¢ozeltilerinden (Boliim 3.6), serum (Bolim 3.7) veya idrar (Boliim 3.8) numunelerinden
belirli miktarda ilave edilerek KDV, DPV. KDAdSV ve DPAdSV voltamogramlari
kaydedilip pik akimlar1 Sl¢lilmistiir. Boliim 3.9.6°daki gibi hazirlanan kalibrasyon

egrilerinden, etken madde miktarlar1 dogrudan hesaplanmustir.
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Ayrica, aynt numunelerde etken madde miktart standart katma yontemi ile de tayin
edilmistir. Bu amagla, destek elektrolit ortamina ilgili numunelerden belirli miktarda
konmus ve ilgili voltamogramlar kaydedilerek pik akimlar1 6lglilmiistiir. Sonra, bu
cOzeltiye artan derigimlerde standart etken madde katilmis ve her bir ilave sonrasi
voltamogramlar alinmis ve pik akimlar kaydedilmistir. Katilan standart etken madde
derisimlerine kars1 pik akimlart grafige gecirilerek olusturulan standart katma
grafiklerinin  x-eksenini kestigi noktadan yararlanarak etken madde derisimleri

hesaplanmustir.

3.10.8 Ilag - protein etkilesiminin incelenmesi

Destek elektrolit ortamina, Bolim 3.6’da belirtildigi gibi hazirlanan ilag tablet
¢ozeltilerinden ya da standart madde ¢ozeltilerinden belirli miktarda ve Bolim 3,7°de
belirtildigi gibi hazirlanan bovin (sigir) serum albiimin (BSA) c¢ozeltisinden artan
derisimlerde eklendikten sonra puls voltamogramlari kaydedilip pik akimlari

incelenmistir.

3.11 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi
3.11.1 Dogrusal ¢calisma arahg:

Bolim 3.10.6°da belirtildigi sekilde elde edilen kalibrasyon grafiklerinin regresyon
katsayisinin (RZ) 0,98 ve daha biiylik oldugu derisim arali§i dogrusal ¢alisma araligi

olarak belirlenmistir.

3.11.2 Dogruluk

laglar igin, iiretici firma tarafindan verilen nominal degerin ve katilan standart etken
madde miktarinin (ND); serum ve idrar numunelerinde ise, katilan ila¢ etken madde
miktarlarinin (ND) voltametrik yontemler kullanilarak bulunan miktarlarina (DD)
oranindan yararlanarak yiizde geri kazanimlar asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplanmaistir:
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DD
% GK =35 % 100 (3.6)

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

3.11.3 Tekrarlanabilirlik

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

parametreler i¢in bagil standart sapma degerleri en az 5 dl¢lim i¢in hesaplanmistir.

3.11.4 Duyarhk

Boliim 3.10.6’da belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafiklerinin egimi (birim

derisim basina sinyal) yontemin duyarliligi olarak degerlendirilmistir.

3.11.5 Gozlenebilme simir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)

Bolim 3.10.6°da belirtildigi sekilde hazirlanan kalibrasyon grafikleri en kiiciik kareler
yontemiyle degerlendirilmis ve asagidaki formiiller kullanilarak gozlenebilme siniri

(LOD) ve alt tayin siir1 (LOQ) hesaplanmistir:

_ 3 X Sp
LOD = (3.7)
m
_ 10 x Sp
LOQ = (3.8)

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

kalibrasyon dogrusunun egimidir.
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3.12 Elektron Sayisinin (n) Hesaplanmasi

Sabit potansiyelde yapilan BE verilerinden Esitlik 3.5 kullanilarak aktarilan elektron
sayis1 hesaplanmistir. BE calismalarindan olumlu sonu¢ alinmadigi durumlarda ise,
aktarilan elektron sayist;

» doniigiimlii voltametride tarama hiz1 ¢alismalarindan,

. nFIQ
' T 4RT

(3.9)

* tersinmez elektrot mekanizmalarinda pik potansiyeli (Ep) ile yar1 pik potansiyeli

(Ep,n) arasindaki farktan;

47,
E,—E,nl= V (25°C 3.10
| p p,hl na m ( ) ( )
= yari pik genisliginden (W"?);
3,52RT
W2(mv) = = 3.11
(mv) =222 (3.11)

yararlanarak Esitlik 3.9, 3.10 ve 3.11 kullanilarak hesaplanmistir.

Bu esitliklerde daha onceki esitliklerde tanimlanmayan terimlerden; i,, dlgiilen akimi
(A); F, Faraday sabitini (96485 C/mol €); R, ideal gaz sabitini (J/mol K); T, mutlak

sicakligr (K); o ise, yiik aktarim katsayisini sembolize etmektedir.

3.13Yiik Aktarim Katsayisinin (f, a) Hesaplanmasi

Yiikseltgenme tepkimesi igin anodik (f), indirgenme tepkimesi igin katodik (@) yiik
aktarim katsayisi, doniislimlii voltametri ¢aligmalarindaki pik potansiyeli ile yar1 pik
potansiyeli arasindaki farkin (Esitlik 3.10) ve pik potansiyelinin tarama hizinin
logaritmasi ile degisiminin (Esitlik 3.12); kare dalga voltametri ¢alismalarinda ise, pik
potansiyelinin uyarma sinyalinin logaritmasi ile degisiminin Esitlik 3.10 ve literatiirde
verilen esitlikler (Hilali vd. 2005, Wang vd. 2006) ile birlikte kullanilmasi sonucu

hesaplanmustir.
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R
E,=k+ " logd (3.12)

Bu esitlikte, Ep, pik potansiyelini (V); v ise, tarama hizin1 (V/s) sembolize etmektedir.

3.14 Difiizyon Katsayisinin (D) Hesaplanmasi

Diflizyon katsayisi, hem Boliim 3.9.3’de anlatildigi gibi hem de adsorpsiyon kontrollii
elektrot tepkime mekanizmasina sahip maddeler i¢in doniisiimlii voltametrideki tarama

hiz1 verilerinden Esitlik 3.13 ve Esitlik 3.14 kullanilarak hesaplanmistir:

Q
P=1ra (3.13)
i, =1,06x 10°n2ACvDY/2t}/? 3.14)
pr 14

Bu esitlikte daha onceki esitliklerde tanimlanmayan terimlerden; t,, puls siiresini (S)

sembolize etmektedir.

3.15Yiizey Kaplama Katsayisinin (I) Hesaplanmasi

Yiizey kaplama katsayisi, hem Bolim 3.9.3’de anlatildigr gibi hem de doniistimlii
voltametride yapilan tarama hizi ¢alismalarindan elde edilen sonuglarin Esitlik 3.13 ve

Esitlik 3.15 ile birlikte degerlendirilmesi sonucu hesaplanmustir:

B n2F?
P ART

i 9AT (3.15)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, voltametrik yontemler kullanilarak reboksetin metansiilfonat
(RBK) ve moklobemid (MKB) molekiillerinin (Sekil 4.1) asili damla civa elektrot
(ADCE) ve camst karbon elektrot (CKE) yiizeylerindeki elektrokimyasal davraniglari
incelenmis ve olas1 elektrot tepkime mekanizmalart 6nerilmistir. Ayrica, s6z konusu ilag
etken maddelerinin nicel analizi i¢in voltametrik tayin yontemleri gelistirilmistir. Elde

edilen bulgular asagida ayrintilariyla degerlendirilmistir.

A B

0 o
o 0
O/Q js'ri N-”“"\-.,..-‘ N \_)
[ I Hc™on N
© c

CH,

Sekil 4.1  Calismada kullanilan etken maddeler (A) reboksetin metansiilfonat (RBK)
(B) moklobemid (MKB)

4.1 Reboksetin Metansiilfonat (RBK)

Bu bolimde RBK ile ilgili elektrokimyasal calismalarin ve voltametrik yontem

gelistirme ¢alismalarinin sonuglar1 incelenmistir.

41.1 RBK’nin elektrokimyasal davramsi

Calismanin bu kisminda, 6zellikleri Boliim 2.1.1°de verilen, RBK’nin elektrokimyasal
davranis1 sirastyla  ADCE ve CKE vyiizeylerinde incelenmistir. Elde edilen
elektrokimyasal caligmalarin sonuclar1 degerlendirilmis ve elektrot yiizeyindeki
indirgenme/ylikseltgenme tepkimeleri i¢in olasi mekanizmalar Onerilmistir. Elde edilen

bulgular ve degerlendirmeler asagida ayrintilariyla verilmistir.
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RBK’nin elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde doniisiimlii voltametri (DV),
kare dalga voltametri (KDV), normal puls voltametri (NPV), kronokulometri (KK) ve
sabit potansiyelli bulk elektroliz (BE) yontemleri kullanilmistir. Calismalarda Sekil
3.1°deki elektrokimyasal sistem kullanilmig, voltametrik ol¢timler, Boliim 3.9’da

aciklandigr sekilde yapilmustir.

Elektrokimyasal caligmalarda, oncelikle RBK’nin pH 11,0’da BR tamponunda farkli
derisimlerde hazirlanan ¢o6zeltilerinin —-0,6 V - (1,8 V) araliginda doniistimlii
voltamogramlart alinmis ve Sekil 4.2°de verilmistir. S6z konusu sekilden de gorildigi
gibi, yaklasik —1,4 V’da bir indirgenme/yiikseltgenme pik cifti gézlenmistir. Elde edilen
bu piklerin akimlarmin RBK derisimi ile artmasi (Sekil 4.2, i¢ grafik) ve RBK
icermeyen BR c¢ozeltisinden alinan 6l¢limlerde herhangi bir pikin gézlenmemesi s6z
konusu pik ciftinin RBK molekiillerinin ADCE yiizeyindeki
indirgenmesi/yiikseltgenmesinden kaynaklanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.
Sekil 4.2°de verilen voltamogramlarda yiikseltgenme pikinin de gézlenmesi, RBK’nin

ADCE ylizeyindeki indirgenmesinin tersinir olabilecegini diislindiirmiistiir.

-0.4

-0.3

-0.1

Alam, pA

0.0

0:2 Il Il 1 Il 1 1
-0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -14 -1.6 -1.8 2.0
Potansiyel, V (Ag/AgCl, 3 M KCl've gire)

Sekil 4.2  Farkli derisimlerde RBK igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlari: ig¢
grafik ¢ katodik ve ¢ anodik pik akimlarimin RBK derisimi ile degisimi
(CE: ADCE, v: 0,100 V/s, pH:11,0 BR, Ey: 0,6 V, E4: —1,8 V, Es: —0,6 V)
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Sekil 4.2°den de goriildigi gibi, yapilan oOlgiimlerde RBK derigimi arttikca pik
potansiyeli daha katodik degerlere kaymaktadir. Bu potansiyel kaymasi, gergeklesen
elektrokimyasal dontistimlerin elektrot yiizeyinde, adsorpsiyon kontrollii olarak
gerceklestigi seklinde degerlendirilmistir (Pereira 2001, Bard ve Faulkner 2001, Wang
vd. 2002, Manjunatha 2011). Yani, RBK molekiillerinin elektrot yiizeyine adsorbe
olmasi elektrot yilizeyinin RBK molekiillerince kismen modifiye edilmesine sebep

olmus, bu modifikasyon pik potansiyelinin kaymasiyla sonu¢lanmistir.

ADCE ylizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen RBK molekiillerinin bu elektrottaki
elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk olarak pik potansiyeli
ve pik akimina pH’nin etkisi arastirilmistir. Bu amagla, RBK derigimi 0,3 mM olan
cozeltilerin pH’st BR tamponu kullanilarak 2,0-12,0 arasinda degistirilmis ve
dontisiimli voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.3). Bu molekiiliin indirgenme piki pH
5,0-11,0 araliginda gozlenmis, pH’nin 5,0’den diisiik oldugu ¢ozeltilerde her hangi bir

pik gézlenmemistir.

-0.8
A
.5 -0:4 r i -
5 3
< 0.0 F -~ -
I
0.4 s
-0.6 -1.0 -1.4 -1.8 -0.6 -1.0 -1.4 -1.8
Potansiyel, V Potansiyel, V
0.8 22
as | E,=-0.1pH-0,03
: R*=0,9860
-0.4
i i 1.4
g >
2 S
< 00 R-1.0
06 | E=-0.01pH-1.1
; R*=0.6940 D
0-4 _0:2 1 1 Il Il Il Il Il
-0.8 -1.2 -1.6 -2,0 4 5 6 7T 8 9 1011 12
Potansivel, V pH

Sekil 4.3  Sabit derisimde RBK iceren c¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
doniistimlii voltamogramlar1 (A) pH 5,0 ve 6,0; (B) pH 7,0 ve 8,0; (C) pH
9,0 - 11,0; (D) pik potansiyelinin pH ile degisimi (Crgx = 0,3 mM, CE:
ADCE, v: 0,100 V/s)
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pH calismalarinda, pH degerinin 5,0’dan kii¢iik oldugu durumlarda herhangi bir pik
gozlenmemesi, RBK’nin bu pH degerlerinde elektrokimyasal olarak aktif
olmamasindan kaynaklandigr seklinde degerlendirilmistir. pH 5,0’dan baslayarak
yapilan caligmalarda, pH arttikca keskin anodik ve katodik pikler gozlenmistir. pH
10,0’dan kii¢lik ya da 10,0’dan biiylik oldugunda tek indirgenme-yiikseltgenme c¢ifti
gozlenirken pH 10,0 oldugunda iki tane indirgenme-yiikseltgenme ¢ifti goézlenmistir
(Sekil 4.3, C). Aslinda pH 9,0 oldugunda hidrojen asir1 gerilimi yakinlarinda bir akim
olusmakta, ancak olusan bu akimin piklesmesi hidrojen asir1 geriliminden dolayi
miimkiin olmamaktadir. Elde edilen bulgular;

* pH'nin 9,0 ya da daha diisiik oldugunda, gozlenmesi beklenen iki pikten
birisinin potansiyelinin hidrojen asir1 geriliminden daha katodik degerde
kalmasindan dolay1 gbzlenemedigi,

= clektrokimyasal basamaktan once kimyasal bir basamagin gerceklesebilecegi,
bunun pH’dan etkilendigi ve farkli pH degerlerinde farkli {irlinlerin
olusmasindan kaynakl farkl elektrokimyasal davranislarin gézlendigi

alternatiflerini akla getirmistir.

Buradan RBK’nin indirgenmesinde hidronyum iyonunun 6nemli bir etkisinin oldugu
sonucuna vartlmigtir. Yapilan ¢aligmalarda katodik pik potansiyelinin pH ile degisimi
incelenmis ve Sekil 4.3, D’de verilen grafik elde edilmistir. Bu grafikte, pik
potansiyelinin pH ile iki farkli bolgede dogrusal olarak degistigi ve bu iki dogrunun
pH’nin yaklasik 8,4 oldugu degerde kesistigi belirlenmistir. Belirlenen bu pH degerinin
literatiirde RBK igin hesaplanan pK, degeri 8,4 ile ayni1 oldugu goriilmiistiir (Barri ve
Jonsson 2004). Literatiirde (Wang 2006) pik potansiyelinin pH ile degisimine ait

denklem asagidaki gibi verilmektedir:

o _ po_RT [0]_23030RT

p R T (4.1)

Bu esitlikte; E,, pik potansiyeli (V); E°, standart pik potansiyeli (V); R, ideal gaz sabiti
(J/mol K); T, mutlak sicaklik (K); n, aktarilan elektron sayist (mol elektron/mol
molekiil); F, Faraday sabiti (C/mol elektron); [O], yiikseltgenmis tiiriin analitik derigimi
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(mol/cm®); [R], indirgenmis tiiriin analitik derisimi (mol/cm®); 6, mekanizmaya katilan

proton sayist (mol proton/mol molekiil)’ dir.

Deneysel olarak bazik bolge igin elde edilen dogrunun egiminden (Sekil 4.3 D ve
Ep (V) = -0,1pH — 0,03) ve Egsitlik 4.1°den yararlanarak, RBK’nin ADCE yiizeyindeki
indirgenmesinde yer alan proton sayisinin mekanizmada aktarilan elektron sayisina
orant (dn) hesaplanmis ve bazik ortamlarda (pH > 8,4) yaklasik 3/2 olarak
bulunmustur. Bu durum, RBK igin civa ylizeyinde ger¢eklesen elektrokimyasal tepkime
mekanizmasinda dnce 1 protonun katildigi protonlanma kimyasal tepkimesinin; bunu
takip eden 2 proton, 2 elektron ile indirgenme tepkimesinin gerceklestigi seklinde

yorumlanmustir.

DV (Sekil 4.3) ve KDV yontemleri ile yapilan dl¢iimlerde, en diizgiin ve en yliksek pik
akimi pH 11,0’da elde edilmistir. Bu nedenle, mekanizma ile ilgili diger biitiin

calismalar, pH’s1 11,0 olan ¢ozeltilerde gergeklestirilmistir.

RBK’nin elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde, pH degiskeninden sonra pik
akimi ve pik potansiyeline tarama hizinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla, pH’s1 11,0’a
ayarlanmis 0,3 mM RBK ¢ozeltisinin 0,005 Vs™ - 1,000 Vs™ arasindaki ¢esitli tarama
hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve ip-v, ip-\/v, log ip-log v grafikleri ¢izilmistir
(Sekil 4.4). Tarama hizinin ¢ok kiigiik tutuldugu (0,005 ve 0,01 Vs™) degerlerde
RBK’ya ait bir pik kaydedilmemistir. Bu gozlem, elektroda uygulanan potansiyelin
baslangic degerinden elektron aktarimi i¢in gerekli degere ulasincaya kadar gecen
sirede RBK molekiillerinin baska bir forma doniisebilecegini akla getirmistir. Yani,

elektrokimyasal basamaktan 6nce bir kimyasal basamagin olabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 4.4 incelendiginde, tarama yonii degistirildiginde indirgenme pikinin yanisira
elektron aktarimimin tersinir olabilecegini diisiindiiren ylikseltgenme piki de
gozlenmektedir. Calismalarda Sekil 4.4’den de goriilebilecegi gibi, pik potansiyelinin
tarama hiz1 ile az da olsa degistigi gézlenirken anodik pik akiminin katodik pik akimina
orani1 yaklasik 1,0 hesaplanmistir. Bu verilerden, incelenmekte olan mekanizmanin

tersinir olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ideal tersinir mekanizma igin, anodik/katodik pik
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potansiyelinin tarama hizi ile degismemesi; akimlar oraninin 1 olmasi1 gerekmektedir
(Wang, 2006). Ancak, molekiillerin yiizeye adsorbe olmasindan sonra ger¢eklesecek
olan bir elektron aktarimi inceleniyorsa, elektroaktif tiiriin derisimi ve tarama hiz1 ile
pik potansiyelinin degismesi tersinir sistemler i¢in de gegerli olabilmektedir. Buna ek
olarak, elektrokimyasal basamak dncesinde olas1 bir kimyasal basamagin gerceklesmesi
ve bu kimyasal basamagin hiz sabitine gore elektrokimyasal basamak tersinir olsa bile

pik potansiyelinin tarama hiz1 ile degisebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.4  Sabit derisimde RBK iceren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alinan doniisiimlii voltamogramlar: i¢ grafikler: (A) katodik ve anodik pik
akiminin tarama hizi1 ile degisimi, (B) katodik ve anodik pik akiminin
tarama hizinin karekoki ile degisimi, (C) katodik ve anodik pik akiminin
logaritmasinin tarama hizinin logaritmast ile degisimi, (D) katodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: ADCE, Crgk =
0,3 mM, pH:11,0 BR, E,: -1,0 V, E4: -1,8 V, Eg: -1,0 V; ¢ katodik pik, ¢
anodik pik)

Tarama hizinin pik akimina etkisinin incelendigi caligmalarda, pikin gozlendigi tarama
hiz1 degerlerinde, tarama hizi ile katodik pik akimmin (ipk) dogrusal degisiminin

ik (WA) = 1,7 v (Vs™) + 0,03; R*=0,9971 esitligi ile; anodik pik akiminimn (i, ) dogrusal
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degisiminin ise ipa (LA) =-1,3 V (Vsh) = 0,1; R*=0,9945 esitligi ile ifade edilebilecegi
belirlenmistir (Sekil 4.4, i¢ grafik A). Pik akimi1 ve tarama hiz1 arasindaki dogrusal
iliski, gozlenen elektrokimyasal doniisiimiin elektrot yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii
olarak gerceklestigi varsayimini destekler niteliktedir. Pik akiminin (A) logaritmasinin
tarama hizinin (Vs™?) logaritmasi ile degisiminin incelenmesinde, anodik ve katodik
pikler i¢in olusturulan dogrusal degisim grafiklerinin egimleri sirasiyla 0,9 ve 1,0 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.4, i¢ grafik C). Katodik ve anodik pikler i¢in hesaplanan egim
degerleri de, elektron aktariminin elektrot yiizeyinde gerceklestigine yonelik bulgular
desteklemektedir. Yapilan diger bir ¢calismada ise, pik akiminin tarama hizinin karekokii
ile dogrusal degismedigi gozlenmistir (Sekil 4.4, i¢ grafik B). Bu sonuclara gore,

elektron aktariminin adsorpsiyon kontrollii olmasi1 gerektigi diistiniilmuistiir.

Elektrot yiizeyinde gergeklesen adsorpsiyon davraniglarini degerlendirmek amaciyla,
literatiirde benzer durumlar i¢in yapilan ¢alismalara (Wopschall ve Shain 1967, Hulbert
ve Shain 1970) paralel ¢alismalar yapilmis ve bu ¢aligmalarda; artan RBK derigimiyle,
katodik pik akiminin RBK derisimine oraninin (ipx/C) azaldifi; tarama hizinin
artmastyla, katodik pik akiminin derisim ile tarama hizi ¢arpanina oraninin (i, /Cv) 0,1
Vs tarama hizi degerine kadar arttig1; daha yiiksek tarama hizlarinda ise sabit kaldigi;
tarama hizinin artmasiyla, katodik pik akiminin, derigim ile tarama hizinin karekokiiniin

carpimina oraninin (ip/ CvM?) arttign belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 RBK’nin elektrokimyasal davranigina adsorpsiyonun etkisi: (A) ip./C
oraninin RBK derisimi, (B) ip)/Cv oranmin tarama hizi, (C) ip,k/Cvll2
oraninin tarama hizi ile degisimi (CE: ADCE, Crgk = 0,3 mM, pH:11,0 BR)

Deney sonuglariin degerlendirilmesinden, civa yiizeyinde gozlenen elektrokimyasal

indirgenme/ yiikseltgenme olaylarinin tersinir ve adsorpsiyon kontrollii olabilecegi
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sonucu ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalara ek olarak, NPV yontemi ile yapilan ¢aligmalarda
dalga sekli yerine pik seklinde kaydedilen voltamogramlar elektroaktif tiiriin elektrot
ylizeyine adsorbe olarak elektron aktarimina katildigi varsayimini desteklemektedir
(Scholz vd. 2010).

Tarama hizinin pik akimina etkisinin yaninda, pik potansiyeline etkisi de aragtirilmistir.
Bu inceleme i¢in, tarama hizinin logaritmasina kars1 pik potansiyeli grafige gecirilmis
ve pik potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile; E,x (V) = —0,04 logv (log Vst -
1,4; R*=0,9987 esitligini saglayacak sekilde degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.4, i¢ grafik
D). Cizilen bu grafikten elde edilen dogrunun egiminin 29,6 (mV)/na oranina esit
oldugu (Brett ve Brett 1994) diisiiniildiigiinde na («: katodik yiik aktarim katsayisi, n:
elektron sayisi) degeri 0,80 olarak hesaplanmustir. Ayrica, N degeri Esitlik 3.12 (Barek
2008) kullanilarak da hesaplanmugtir:

log ¥ (3.12)

Bu esitlikte; Ep, pik potansiyeli (V); R, ideal gaz sabiti (J/mol K); T, mutlak sicaklik
(K); n, hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayis1 (mol elektron/mol molekiil); F,
Faraday sabiti (C/mol elektron); «, katodik yiik aktarim katsayisi; v, tarama hizi (V/s)
ve k, sabittir. E, — log v grafiginden elde edilen dogrunun egiminin Esitlik 3.12’deki

RT/(na)F degerine esit oldugu disiiniildiigiinde, na degeri 0,74 olarak bulunmustur.

Yiik aktarim katsayisinin O ile 1 arasinda deger alabilecegi ve bircok ¢alisma elektrodu
icin bu parametrenin 0,50 oldugu disiiniildiiglinde, RBK’nin yiikseltgenme
mekanizmasinda 2 elektronun aktarildig1 soylenebilir. Aktarilan elektron sayist 2 olarak
kabul edilirse, yiik aktarim katsayisinin degeri 0,40 civarinda bulunur. Bu durum,
ADCE yiizeyinde meydana gelen indirgenme olayinda RBK indirgenmis forma
dontistirken elektrot tepkimesinde olustugu varsayilan aktiflesmis kompleksin, tepkime
koordinatina gdre simetri merkezinde yer almadigim gosterebilir. Olgiimlerde alinan

voltamogramlarin simetrik olmamasi da bu varsayimi destekler niteliktedir.
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RBK’nin indirgenmesinde aktarilan elektron sayisint hesaplamak ic¢in, sabit
potansiyelde bulk elektroliz caligmasi yapilmistir. Bu c¢alisma, Bolim 3.9.5°de
anlatildigt  sekilde, pH 11,0)da -1,60 V’ta sabit potansiyel uygulanarak
gerceklestirilmistir. Bulk elektroliz sirasinda ilk asamalarda yiik gecisi ile birlikte
kaydedilen akim ilk 10 saniye i¢inde baslangictaki akimin % 8,0’i civarina inmis ve
sonrasinda sabitlenmistir. RBK c¢ozeltisinin elektroliz Oncesi/sonras1 kaydedilen
voltamogramlar1 degerlendirildiginde pik akimi ve pik potansiyelinde kayda deger bir
degisim olmadigi belirlenmistir. Bulk elektroliz uzun siire devam ettirilse bile ayn
gozlemler kaydedilmistir. Ancak, bulk elektroliz devam ederken yapilan kontrollerde
sistem igerisinde elektrokimyasal doniisiimiin oldugunu gosteren akim degerleri (bir kag
mA) yiik gecisi ile birlikte kaydedilmistir. Bu durum elektrokimyasal doniigiimiin
tersinir oldugu ve elektroliz islemi siiresinde yiik aktariminin yaklasik ayni potansiyelde
gerceklestigi seklinde yorumlanmustir. Bulk elektroliz siiresince sistemden gegen yiikiin
ne kadarinin indirgenme i¢in harcandiginin tespit edilememesinden kaynakl
mekanizmada aktarilan elektron sayisi bu yontemle hesaplanamamistir. Bundan dolay1
RBK molekiillerinin civa yiizeyindeki elektrokimyasal doniigiimiine eslik eden elektron
sayisi, DV calismalarinda adsorpsiyon kontrollii sistemler i¢in Onerilen asagidaki

esitlikler (Esitlik 3.15 ve Esitlik 4.3) kullanilarak hesaplanmigtir (Wang 2006):

L 3.15
P=arT" (3.15)
Q = nFAT (3.13)

Burada; ip, pik akimi (A); Q, yiik (C); n, elektrot tepkimesinde aktarilan elektron sayisi
(mol elektron/mol molekiil); 7, adsorplanan maddenin yiizey kaplama katsayisi
(mol/cm?); A, civa elektrot yiizey alani (0,0145 cm?); F, Faraday sabiti (96485 C/mol);
ve v, tarama hiz1 (V/s)’ dir (Wang 2006).

Esitlik 3.15°deki /" degeri, Esitlik 3.13’de yerine konuldugunda, elektron sayisini (n)
hesaplamak i¢in agagidaki esitlik elde edilmistir:
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4 [,RT
n =
FQv

(4.2)

0,005-1,000 Vs? tarama hizi aralifinda RBK’nin indirgenmesinde aktarilan elektron
sayist (N), her bir tarama hiz1 i¢in, yukaridaki esitlikten, pik akimina karsilik tarama hizi
grafiginden elde edilen dogru denkleminin egimi kullanilarak hesaplanmistir.
Hesaplamalar sonrasinda RBK’nin ADCE yiizeyinde indirgenmesinin 2 elektron
aktarimimi ile gergeklestigi bulunmustur. Esitlik 4.1°den, proton sayisinin elektron
sayisina orant 3/2 olarak hesaplanmistir. Simdiye kadar elde edilen bulgular
birlestirildiginde ADCE yiizeyinde RBK’nin indirgenmesinin 3 proton 2 elektron
aktarimi ile tersinir oldugu ve indirgenme tepkimesinin adsorpsiyon kontrollii olarak

gerceklestigi sonucuna varilabilir.

Pik potansiyelinin pH ile degismesi (artan pH ile daha katodik degerlere kaymasi)
elektron aktarimindan Once bir protonlanma basamaginin olmast gerektigini
diistindiirmiistir. RBK molekiiliiniin kimyasal yapisi incelendiginde (Sekil 4.1, A)
molekiil yapisinda ortaklanmamis elektron c¢ifti bulunduran ve proton baglanma
yeteneginin oldukga yiiksek oldugu diisiiniilen oksijen atomlari mevcuttur. Buna gore
elektron aktarimindan once gergeklestigi varsayilan protonlanmanin yapidaki li¢ oksijen
atomunun herhangi biri lizerinden yiiriidiigii diistiniilebilir. Sekil 4.6’da her ii¢ oksijenin

protonlanmasina karsilik gelen olast mekanizmalar 6nerilmistir.

Deneysel calismalarda elde edilen 2 elektrona karsilik 3 protonun aktarildig:
hesaplanmistir. Buna gore Sekil 4.6, a’da verilen elektrot tepkime mekanizmasinda
RBK’nin indirgenmesinde katalitik etkinin s6z konusu olabilecegi gosterilmistir. Sekil
4.6 b, ¢ ve d’de verilen elektrot tepkime mekanizmalarinda ise molekiilden bir grubun
ayrildig/bir bagin koptugu seklinde Oneriler yapilmistir. Literatiirde bir molekiiliin
ayrilmasi sonucunda olusan elektrot tepkimelerinin tersinir olabilecegi ile ilgili bilgiye
Sekil 4.6 ¢ disinda tarafimizdan rastlanmamistir (Baizer 1973). Dolayisiyla diger iki
durum (Sekil 4.6 b ve d) pek olas1 goriillmemektedir. Sekil 4.6 a ve c’de verilen elektrot

tepkime mekanizmalarindan katalitik hidrojene ait olaninin, yapilan bulk elektroliz
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deneyleri sonucunda alinan voltamogramlarin baglangi¢ voltamogramlari ile ayni olmasi

sonucuna dayanarak daha olasi olabilecegi diisiiniilm{istiir.

H
N
0 a2
oM + H-> (a)

ads

ads

Sekil 4.6 RBK molekiillerinin ADCE ylizeyinde gerceklesen elektroindirgenme
tepkimesi i¢in 6nerilen mekanizma
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Tiim bunlarin yani sira bu ¢alismada, kronokulometri yonteminden elde edilen veriler
de kullanilarak, RBK i¢in yiizey kaplama katsayisi (/) ve difiizyon katsayisi (D)
hesaplanmistir. Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasi igin kronokulometri
calismalarindan elde edilen parametreler ve Esitlik 3.13 kullanilmis ve yilizey kaplama
katsayis1 ortalama (7,2+0,4) X 10 mol cm™ bulunmustur. Hesaplanan bu deger
RBK’nin ADCE yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii olarak indirgendigi varsayimini
destekler niteliktedir. Ciinkii, pek ¢ok kaynakta adsorpsiyon kontrolli mekanizmalar
igin yiizey kaplama katsayisinin 10 - 10™° mol cm™ arahginda oldugu belirtilmistir
(Brett ve Brett 1994, Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006).

RBK’nin diflizyon katsayis1 ise, adsorpsiyon kontrollii sistemler icin Garrido ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen ve validasyonu yapilan Esitlik 3.14 kullanilarak
hesaplanmustir. Bu esitlikte civa elektrodunun yiizey alam1 A = 0,0145 cm? olarak
kullanilmistir. Bu esitlikten 0,02-1,000 Vs? tarama hizi araliginda hesaplanan ortalama
diftizyon katsayis1 (3,4+0,3) x 10® cm? s olarak bulunmustur. Hesaplanan difiizyon
katsayist degerinin, difiizyon kontrollii elektrokimyasal dontigiimler i¢in literatiirde
verilen degerlerden olduk¢a kiigiikk oldugu goriilmektedir. Cilinkii pek ¢ok kaynakta
difiizyon kontrollii mekanizmalar igin difiizyon katsayisinin 107 - 10° cm?s™ araliginda

oldugu belirtilmistir (Brett ve Brett 1994, Bard ve Faulkner 2001, Wang 2006).

RBK’nin ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin belirlenmesinden sonra CKE
yiizeyindeki elektrokimyasal davranist da incelenmistir. Bu c¢alismada, ADCE
yiizeyinde yapilan deneysel g¢aligmalara benzer calismalar yapilmistir. Dolayisiyla,
RBK’nin pH 7,0’da BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan ¢6zeltilerinin 0,0 V -
1,6 V araliginda donilistimli voltamogramlar1 alinmistir (Sekil 4.7). Sekil 4.7°den de
goriildiigli gibi, yaklasik 1,0 V civarinda, destek elektrolit olarak kullanilan BR
cozeltisinden alinan 6l¢iimlerde goriilmeyen bir yiikseltgenme piki gozlenmistir. Farkli
derisimlerdeki RBK c¢d6zeltileri kullanarak alinan voltamogramlarda elde edilen pik
akimlarimin RBK derisimi ile artmasi (Sekil 4.7, i¢ grafik), s6z konusu pikin RBK’nin
yiikseltgenmesine ait oldugu seklinde degerlendirilmistir. Yikseltgenme yoOniindeki
potansiyel taramasi yaklasik 1,6 V’ta tamamlanip baslangi¢ potansiyeline dogru

indirgenme yoniinde geri tarama yapildiginda ise, herhangi bir pik gézlenmemistir. Bu
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deneysel sonu¢ RBK molekiillerinin camsi karbon yiizeyindeki yiikseltgenmesinin

tersinmez olabilecegini diisiindiirmiistiir.

12
5
10 4
3
8 2
] 1
0

49,0 pM

0
30,0 pM
20,0 uM
-2 15,0 pM

__1 I I I I I I I
00 02 04 06 08 10 12 14 16
Potansivel, V (Ag/AgCl, 3 M KCl've giire)

Sekil 4.7  Farkli derisimlerde RBK igeren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlari: i¢
grafik anodik pik akimimin RBK derisimi ile degisimi (CE: CKE, v: 0,100
VI/s, pH: 7,0 BR, Ep: 0,0V, E4: 1,6 V, Es: 0,0 V)

RBK’nin CKE’deki elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesi igin ilk
olarak pH’nin pik potansiyeli ve pik akimina etkisi incelenmistir. Bu amacla BR
tamponu kullanilarak RBK derisimi 50,3 uM olan ¢ozeltilerin pH’s1 2,0-12,0 araliginda

ayarlanmis ve doniisiimli voltamogramlari alinmistir (Sekil 4.8).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, RBK’ya ait anodik pik potansiyelinin pH ile
degistigi belirlenmistir. DV ¢alismalarinda, pH< 4,0 ve pH>10,0 oldugu durumlarda
RBK’ya ait herhangi bir pik kaydedilmemistir. Artan pH degeri ile pik potansiyelinin
daha anodik potansiyellere dogru kaymasi, RBK’nin elektrokimyasal mekanizmasinda
hidronyum iyonunun etkisi oldugunu disiindiirmistiir. Olusturulan Ep,—pH grafigi
incelendiginde, iki farkli bolgede dogrusal degisim belirlenmistir (Sekil 4.8, i¢ grafik).
Bu iki dogrunun kesistigi pH degerinin (yaklasik 8,0) RBK’nin pK; degeri ile dogrudan
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iligkili oldugu bilinmektedir. Bulunan deger ADCE elektrotta yapilan ¢aligmalarla elde

edilen sonucla da uyusmaktadir.

12

E,= 0,065 pH+ 1,50
10 R2=( 0003

Akim, nA
e

]

i
| o]

00 02 04 06 08 1.0 12 14 16 1.8
Potansivel, V (Ag/AgCL 3 M KCl've gire)

Sekil 4.8 Sabit derisimde RBK iceren c¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
dontisiimlii voltamogramlari: i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi
(CRBK: 50,3 HM, CEZ CKE, v: 0,100 V/S)

Ayrica, pH 4,0 - 8,0 araliginda kaydedilen dogrusal degisimin egim degeri 0,065 V/pH
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8, i¢ grafik). Esitlik 4.1 kullanilarak J/n degeri yaklasik
1,1 bulunmustur. Buradan, RBK’nin CKE’de yiikseltgenme mekanizmasinda aktarilan

proton sayisinin elektron sayisina esit oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

DV (Sekil 4.8) ve KDV yontemleri ile yapilan dl¢timlerde pH 4,0 - 9,0 araliginda RBK
piki kaydedilmistir; ancak en yliksek pik akimi ve en diizgiin pik sekli pH 7,0’da elde
edilmistir. Bu nedenle, mekanizma ile ilgili diger biitiin ¢alismalar, pH’s1t 7,0 olan

cozeltilerde gerceklestirilmistir.

RBK’nin CKE’de elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde, pH degiskeninden

sonra pik akimi ve pik potansiyeline tarama hizinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla
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pH’s1 7,0’a ayarlanmis 49,0 uM RBK ¢bzeltisinin 0,1-1,0 Vs tarama hiz1 araliginda
doniislimii voltamogramlar1 alinmig, anodik pik akimimin tarama hizi ile dogrusal
olmayan bir artig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.9, i¢ grafik A). Bu durum, ilk bakista
RBK molekiilleri ile CKE yiizeyinde adsorpsiyon olaymnin ger¢eklesmedigini
disiindlirmiistiir. Diger taraftan, pik akimmm i, (pA) = 8,5 vi2 (vshHY 0,5;
R? = 0,9823 esitligi ile tarama hizimin karekokii ile dogrusal degisim gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.9, i¢ grafik B). Bu sonug, CKE yiizeyinde yiikseltgenme olayinin
difiizyon kontrollii oldugunu diisiindiirmiistiir. Tarama hizinin logaritmasinin bir
fonksiyonu olarak pik akiminin logaritmasinin degisimi, incelendiginde ise, elde edilen
dogrunun egimi 0,57 olarak hesaplanmis (Sekil 4.9, i¢ grafik C) ve bu degerin difiizyon

kontrollii elektrokimyasal mekanizmalar i¢in Onerilen degere oldukc¢a yakin oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.9  Sabit derisimde RBK iceren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alinan donilisiimlii voltamogramlar: i¢ grafik: (A) pik akiminin tarama hizi
ile degisimi, (B) pik akiminin tarama hizinin karekokd ile degisimi, (C) pik
akiminin logaritmasiin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (D) pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE, Crgk =
49,0 uM, pH:7,0 BR, E;: 0,0 V, Eq4: 1,4 V, Es: 0,0 V)
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Tarama hizinin, pik akimina etkisinin yaninda, pik potansiyeline etkisi de incelenmistir.
RBK’ya ait pikin potansiyelinin (Ep) tarama hizi arttikca daha anodik degerlere dogru
kaymast RBK’nin camsi karbon elektrotta yiikseltgenmesinin tersinmez oldugunu
gostermistir. Tersinmez elektrot tepkimeleri igin pik potansiyeli ile tarama hizi

arasindaki bagmtinin iliskilendirildigi Esitlik 4.3’den faydalanilmistir:

E _(2 303 RT )1 RTks (2'303RT)1 43
PN B F) 8 \Bnar ) "\ TpngF )% )

Bu esitlikte; E, pik potansiyeli (V); R, ideal gaz sabiti (J/mol K); T, mutlak sicaklik (K);
n, hiz belirleyen basamakta aktarilan elektron sayisi (mol elektron/mol molekiil); F,
Faraday sabiti (C/mol elektron); g, anodik yiik aktarim katsayisi; v, tarama hizi (V/s) ve
k, sabittir.

Deneysel olarak elde edilen Ep-log v grafiginin (Sekil 4.9, i¢ grafik D) egiminden ve
Esitlik 4.6’dan fn degeri 0,59 olarak hesaplanmistir. Ayrica, RBK’ya ait tersinmez
anodik pik i¢in yaklasik 98 mV olarak hesaplanan yar1 pik genisliginden yola ¢ikarak
Wy, = 62,4/np esitliginden (Scholz vd. 2010) ng degeri 0,63 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen deneysel sonuglar degerlendirildiginde camsi karbon ylizeyinde gozlenen
elektrokimyasal yiikseltgenme olaymin tersinmez ve difiizyon kontrollii olabilecegi

sonucuna varilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda, Garrido ve arkadaslarinin (2008) RBK’nin kimyasal
yapisina ¢ok benzer yapida olan viloksazin’in CKE’de yiikseltgenme davranisini
incelendigi bir calismaya rastlanmistir (Sekil 4.10). Yaptiklar1 ¢alismada, viloksazin’in
temel hal geometrisinin incelenmesinin yani sira molekiiliin elektrokimyasal davranigini
belirleyen sinir molekiil orbitallerinin (HOMO ve LUMO) yapist da incelenmistir.
Temel hal geometrisinde, morfolin halkasinda bulunan azotun yaninda aromatik benzen
halkasindaki oksijenlere yakin olan karbonlarin, molekiiliin diger kisimlarina gore daha
fazla elektron yogunluguna sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10). Bir molekiilde
verilebilecek ilk elektronlarin molekiiliin en yiiksek enerjiye sahip dolu molekiiler

orbitalindeki (HOMO) elektronlar1 oldugu bilinmektedir (Bard ve Faulkner 2001). Bu
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calismada, viloksazin i¢in en yiiksek enerjili dolu molekiiler orbitallerin aromatik
halkada ve morfolin yapisinda delokalize oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10). Caligmada
viloksazin’in yiikseltgenmesinin morfolin halkasinin asit-baz ozelligi (pK, = 8,13) ile
baglantili oldugu, bu pH degerinde, amin grubundaki protonun uzaklastig1 ve
ortaklanmamis elektron ¢iftinden dolay1 viloksazin molekiillerinin camsi karbon elektrot

yiizeyinde ylikseltgenme davranigi gosterdigi yorumu yapilmistir (Sekil 4.11).

oo s

Viloksazin HOMO HOMO-1

Sekil 4.10 Viloksazin’in molekiiler orbital analizi (HOMO: en yiiksek dolu molekiiler
orbital, HOMO-1: ikincil en yiiksek dolu molekiiler orbital)

A [ o

Sekil 4.11 Viloksazin’in CKE yiizeyinde yiikseltgenmesine ait olast tepkime
mekanizmasi (Garrido vd. 2008)

Viloksazin molekiiliiniin pK, degeri 8,13 olup RBK’nin pK, degeri olan 8,34 + 0,20’ye
oldukca yakindir. Dolayistyla, RBK’nin elektrokimyasal yiikseltgenme davranisinin da
viloksazin molekiiliiniin davranigina benzedigi disiiniilebilir. Sonu¢ olarak RBK

molekiillerinin camsi karbon elektrottaki yiikseltgenmesinin, morfolin halkasindaki
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sekonderamin grubunun bir elektron bir proton vererek gerceklestigi diigiiniilmiis ve
olast elektrot tepkimesi Sekil 4.12°de verilmistir. Olusan iiriinlerin ¢oziicii ile kararl

hale geldigi sonucuna varilmstir.

O
S

CHj

Cdziicii ile kararlt hale gelmistiv

Sekil 4.12 RBK molekiillerinin CKE yiizeyinde gerceklesen elektroyiikseltgenme
tepkimesi i¢in 6nerilen mekanizma

Literatiirde viloksazin’in yiikseltgenmesi pH 5,0’da incelenmistir. RBK i¢in pH 5,0’da
elde edilen yiikseltgenme pik potansiyeli viloksazin’in pik potansiyelinden daha
diisiiktiir. Bu da, RBK nin yiikseltgenmesinin daha kolay oldugunu gostermektedir. iki
molekiiliin yapis1 karsilastirildiginda, RBK’da bir fenil halkasinin fazladan yapida
oldugu goriilmektedir. Fenil halkasinin indiiktif etki yoluyla bag elektronlarini kendine
cekerek azot lizerindeki elektron yogunlugunu, dolayisiyla diger fenil halkasindaki
elektron yogunlugunu azalttig1 diisiiniilebilir. Azot iizerindeki elektron yogunlugunun
azalmasi azota bagli protonun dolayisiyla da elektronun daha kolay verilerek RBK nin
yiikseltgenebilecegi sOylenebilir. Bu tip bir degerlendirme durumunda, diger fenil
halkas1 iizerinden yiikseltgenmenin daha az olas1 oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Sonug
olarak, RBK’nin en olas1 ylikseltgenmesinin morfolin halkasindaki azot iizerinden

oldugu yorumu yapilmistir.

Bu calismada, ayrica, RBK icin Esitlik 2.4 kullanilarak yiizey kaplama katsayisi
hesaplanmus; 0,1 - 1,0 Vs™ tarama hiz1 araliginda ortalama olarak (2,7+0,6) x 10™** mol
cm? bulunmustur. Buradan, adsorplanan her RBK molekiiliiniin kiiresel oldugu ve
yiizeye tek tabaka halinde adsorplandigi disiiniiliirse, elektrot ylizeyinde her bir
molekiilin 6,2 nm? alan kapladig1 soOylenebilir. Sonu¢ olarak, hesaplanan yiizey

kaplama katsayist RBK’nin CKE yiizeyinde difiizyon kontrollii olarak yiikseltgendigi
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varsayimini destekler niteliktedir (Brett ve Brett 1994, Bard ve Faulkner 2001, Wang
2006).

4.1.2. RBK tayini i¢in voltametrik yontemler

RBK’nin elektrokimyasal davranisi Boliim 4.1.1°de verilmistir. Bu veriler s6z konusu
ilag etken maddenin nicel tayini i¢in voltametrik yontem gelistirilebilecegini
gostermistir. Yontem gelistirme c¢alismalarinda, bu maddelere ait iyi tanimlanmis
piklerden ve Bolim 4.1.1°deki optimum deneysel kosullardan yararlanilmistir.
Gelistirilen her bir yontemin ilaglarin kalite kontroliine uygulanabilirligi ile serum
ve/veya idrarda tayinine uygunlugu test edilmistir. Asagida gelistirilen yontemler ve
sonuclart aciklanip irdelenmistir. Gelistirilen yontemler, Boliim 3.10°da belirtilen

validasyon parametreleri dikkate alinarak valide edilmistir.

ADCE yiizeyinde RBK’nin pH 11,0’da elde edilen voltamogramdan en yliksek pik
akimi elde edilmemekte birlikte en diizglin pik akimi olusturdugu goriilmistiir (Sekil
4.3). Bu pik akimmin RBK derisimi ile de dogrusal olarak degistigi belirlenmistir (Sekil
4.2). Bundan yararlanarak, ADCE’de RBK’nin nicel tayini i¢in DPV ve KDV
yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yontem gelistirme
calismalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan uygulanmasi ve adsorptif
styirma basamaklarinin  kullanilmas1 ile dort ayr1 yontem gelistirilmistir. Bu
caligmalarda, oOncelikle uygun derisimde RBK ¢d6zeltileri kullanilarak optimizasyon
caligmasi1 yapilmistir. Optimum kosullar belirlenirken pik akimi ana kistas olarak alinsa
bile, pik sekli ve pik simetrisi de g6z Oniine alinmistir. Optimizasyon ¢alismalarinin
sonuclari su sekilde 6zetlenebilir:

Destek elektrolit cinsi: Uygun destek elektrolitin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda, her bir bileseninin analitik derisimi 0,04 M olan BR ve toplam analitik
derisimi 1,2 M olan NH3/NH4Cl tamponu olmak iizere iki farkli destek elektrolit
¢ozeltisi kullanmlmistir. Her iki destek elektrolit ¢ozeltisinde elde edilen voltamogramlar
incelendiginde, pik parametrelerinin destek elektrolitin cinsine bagli olmadigi
belirlenmigtir. BR ¢o6zeltisinin daha genis bir pH araligindaki c¢alismalara olanak

saglamasi nedeniyle, devam eden ¢aligmalarda BR kullanilmas1 uygun bulunmustur.
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pH optimizasyonu: pH 2,0-11,0 araliginda pH’nin KDV ve DPV’de pik parametrelerine
etkisi incelenmistir. DV yontemi ile yapilan 6l¢iimlerde belirtildigi gibi (Boliim 4.1.1)
KDV ve DPV yonteminde de pH<5,0 oldugu degerlerde herhangi bir voltametrik sinyal
gozlenmemistir. pH 9,0; 10,0 ve 11,0°da elde edilen KD voltamogramlar1 Sekil 4.13’de
verilmigtir. Pik sekli ve pik potansiyeli dikkate alinarak yapilan degerlendirmeler

sonucunda, optimum pH degeri olarak 11,0 secilmistir. Ayn1 veriler DPV ile de elde

edilmistir.
5.0
—  pH110
40 | pH 100
' -— - pH90
< 30t
g 2.0 r
1.0 r
0.0 = =

-06 -08 -10 -12 -14 -16 -18

Potansivel, V

Sekil 4.13 RBK’nin KDV voltamogramlarina pH’nin etkisi (Crgx = 0,9 mM, CE:
ADCE)

Yontem degiskenleri: Optimizasyon caligmalarinda, secilen voltametrik yonteme gore
cesitlilik gosterebilen frekans (f), basamakli adim yiiksekligi (Ea), puls genligi (Ep), puls
genigligi (Ey) ve puls periyodu (E;) gibi parametreler optimize edilmistir. Optimum
parametreler 5,0 uM RBK c¢ozeltisi igin KDV yonteminde E; =4 mV, E, =25 mV, f =
25 Hz; DPV yonteminde ise, E; = 5 mV, Ep; =50 mV, E,, = 50 ms ve E; = 200 ms olarak

belirlenmistir.

Adsorptif styirma yontemlerinde, dogrudan voltametrik yontemlerdeki parametrelere ek
olarak biriktirme potansiyelinin ve biriktirme siiresinin optimizasyonu yapilmistir. Bu
amagla cesitli potansiyellerde ve siirelerde biriktirme yapilarak biriktirme potansiyeli ve

biriktirme siiresinin pik akimi ile degisimi grafige ge¢irilmis ve KDKAdSV yontemi
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icin elde edilen grafik Sekil 4.14’de; DPAASV igin Sekil 4.15°de verilmistir.
Sekillerden, maksimum pik akiminin elde edildigi biriktirme siiresi KDKAdSV i¢in 45
s, biriktirme potansiyeli ise —0,8 V; DPKAASYV igin ise, sirasiyla 60 s ve —0,4 V olarak
belirlenmistir. Bu degerlendirme yapilirken elde edilen kalibrasyon egrilerinin dogrusal
caligma araligi ve duyarlihig da dikkate alinmistir. Ciinkii, DPKAdSV yontemi i¢in
Sekil 4.15 B incelendiginde, 60 s’den daha yiiksek biriktirme siirelerinde daha yiiksek
pik akimlar1 elde edilmis olmasina ragmen, daha yiliksek biriktirme siirelerinde elde

edilen kalibrasyon egrilerinin dogrusal ¢alisma araliginin ve egimlerinin diisiik oldugu

gbzlenmistir.
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Biriktirme potansiyeli, V Biriktirme siiresi,s
Sekil 4.14 KDKAdSV yonteminde (A) biriktirme potansiyelinin ve (B) biriktirme

stiresinin pik akimina etkisi (CE: ADCE, Cgrgk: 0,14 uM, pH 11,0 BR)
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Biriktirme potansiyeli, V Biriktirme siiresi,s
ekil 4. Onteminde iriktirme potansiyelinin ve iriktirme
kil 4.15 DPKAdSV yont de (A) birikt potansiyel B) birikt

stiresinin pik akimina etkisi (CE: ADCE, Cgrgk: 0,04 uM, pH 11,0 BR)

Belirlenen optimum kosullarda s6z konusu dort yontem icin ¢esitli derisimlerde RBK
igeren ¢oOzeltilerin farkli voltametrik yontemlerde voltamogramlari alinmis ve bu

voltamogramlar Sekil 4.16 (KDV igin), Sekil 4.17 (KDKAASV igin), Sekil 4.18 (DPV
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icin) ve Sekil 4.19°da (DPKAdASV igin) verilmistir. Bu voltamogramlardaki ¢esitli
derigimler i¢in, ortalama pik akimlart derisime karsi grafige gegcirilerek kalibrasyon
dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem i¢in olusturulan bu dogrular ilgili sekillerde i¢

grafik olarak verilmistir.

-0.7

0.6

L(RA)= 0,199 Cps M)+ 0,029
Ri=0,0036

Ak, pA

0=0 1 1 1 1
-0,6 -0.8 -1.0 -1.2 -14 -1.6
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Sekil 4.16 KDV voltamogramlarina RBK derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik akiminin (ip)
RBK derisimi (Cprgk) ile degisimi, CE: ADCE)
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Potansiyel, V (Ag/AgClL 3 M KCl'yve gire)

Sekil 4.17 KDKAdSV voltamogramlarina RBK derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik
akiminin (ip) RBK derisimi (Crgk) ile degisimi, CE: ADCE, Epir.: —0,8 V,
tpir: 45 S)
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Sekil 4.18 DPYV voltamogramlarina RBK derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik akiminin (ip)
RBK derisimi (Crgk) ile degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.19 DPKAdSV voltamogramlarina RBK derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik
akiminin (i) RBK derisimi (Crgk) ile degisimi, CE: ADCE, Epi.: —0,4 V,
toir: 60 S)
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RBK’ni indirgenmesine dayanan nicel tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda, elde

edilen kalibrasyon verilerinin en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirmesi ile bazi

parametreler hesaplanmis ve bunlar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 RBK tayini i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin en kiigiik kareler

yontemi  kullanilarak  degerlendirilmesiyle  hesaplanan  regresyon

parametreleri
Parametre KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Dogrusal ¢aligma araligi, pM 01-25 | 0,08-0,93 | 4,10-40,60 | 0,01-0,08
Regresyon esitliginin egimi (m), pA/uM 0,199 0,898 0,003 0,690
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,029 0,002 0,038 0,004
Egimin standart sapmast (Sp,), pA/uM 0,0054 0,024 0,0001 0,016
Kesim noktasinin standart sapmasi (Sp), LA 0,007 0,013 0,003 0,001
Regresyon katsayisi (RZ) 0,9956 0,9966 0,9938 0,9975
Gozlenebilme sinirt (LOD), pM 0,106 0,043 3,000 0,004
Alt tayin smir1 (LOQ), uM 0,352 0,145 9,900 0,014
Giin-igi akim tekrarlanabilirligi (% BSS) * 4,2 6,2 5,4 7,0
Giinler-arast akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ™ 7.4 75 6,2 84
Giin-i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 1.2 2,0 18 2,7
Gtlinler-aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) o 2,3 3,1 2,3 3,2

*Aymi ¢ozelti kullamilarak aymi giinde yapilan 5 ol¢iim degeri igin

**Aymi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullamilarak 5 farkly giinde yapilan 5 élgiim degeri igin

RBK i¢cin, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme calismalarinda

kalibrasyon egrilerinin degerlendirilmesinde;

= ortalama pik akimmnin RBK derisimi ile dogrusal olarak degistigi,

= regresyon katsayisimn (R?) 0,99°dan biiyiik oldugu,

» yontemlerin kesinliklerinin (pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-

aras1 tekrarlanabilirliklerinin) oldukea 1yi oldugu

goriilmiistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de RBK tayini i¢in uygun oldugu ve;
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= dogrudan voltametrik yontemlerin dogrusal ¢alisma araliklart KDV igin 1,0x107
M (0,04 pg mL™) - 2,5x10° M (1,02 pug mL™), DPV igin 4,1x10° M (1,66 pg
mL™) - 4,1x10° M (16,63 pg mL™) seklinde oldugu,

= adsorptif siyirma yoOntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere goére daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal calisma araliginin KDKAdSV
icin 8,0x10® M (0,03 pg mL™) - 9,3x107 M (0,38 pug mL™), DPKAdSV i¢in
1,0x10®° M (4,10 ng mL™Y) - 1,0x10”" M (41,0 ng mL™) seklinde oldugu,

= kalibrasyon dogrularinin egimleri karsilastirildiginda, kare dalga voltametri
yonteminin diferansiyel pulsa gore daha duyarli oldugu,

» ilag gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek derisimlerde
RBK i¢erdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik yontemlerin
uygun olabilecegi,

= idrar, serum ve plazma gibi eser miktarda RBK iceren biyolojik numunelerin
analizinde ise adsorptif styirma ydntemlerinin uygun olabilecegi

sonucuna varilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak;

» RBK’nin tedavi edici derisim araliginin 10,0 - 100,0 ng mL™ (Baumann vd.
2004, Laux vd. 2007) oldugu ve uygulanan giinliik dozun (2 x 4 mg) % 10’luk
kisminin idrarla degismeden viicuttan atildigi (Kadhe vd. 2003) bilgileri de goz
ontine alindiginda, gelistirilen voltametrik yontemlerden DPKAdSV y6nteminin
serum ve idrar numunelerindeki RBK tayinine; dogrudan ve siyirma voltametrik
yontemlerin ise, ila¢ numunelerinde RBK tayinine uygulanabilecegi sonucuna

varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak gelistirilen yontemlerin piyasada bulunan ilaglarda,
serum ve idrar numunelerinde RBK tayini i¢in uygulamasi yapilmistir. Bu amagla,
tablet, serum ve idrar numuneleri B6liim 3.6, 3.7 ve 3.8’de anlatildigi sekilde analize

hazirlanmistir.

Tabletlerde ilag etken maddesi analizlerinde numune matriksinin yontem performansina
anlamli bir etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in, KDV, DPV, KDKAdSV ve
DPKAASV yontemlerinde standart katma yontemi ile kalibrasyon grafikleri de
olusturulmus, KDKAdSV ve DPKAdSV i¢in elde edilen egriler Sekil 4.20°de
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verilmistir. Sekil 4.17 ve 4.19°da i¢ grafik olarak verilen kalibrasyon dogrularinin
egimleri (KDKAASV i¢in 0,898 ve DPKAASV icin 0,69) ile standart katma yapilarak
olusturulan (Sekil 4.20) kalibrasyon grafiklerinin egimleri (KDKAdSV igin 0,884 ve
DPKAAdSV i¢in 0,67) karsilastirildiginda, egimler arasinda anlamli bir farkin; yani
tabletlerde kullanilan destek ve katki maddelerinin gelistirilen yontemlerin
performansina etkisinin hemen hemen olmadigi belirlenmistir. Benzer sonuglar, KDV
ve DPV yontemlerinde de elde edilmistir. Ancak, ilaglarda yapilan nicel analizler hem

dogrudan kalibrasyon yontemi hem de standart katma yontemi kullanilarak yapilmistir.

04 ; 0,10 .
is(uA)= 0,884 Capr(uM)+ 0,241 ip(uA) = °§fi§‘§9"§i‘m +0,03
06 | R= 09885 0,08 | - : 3
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o 0,02
: i B
0,0 ® i ' 0’00 . H
04 02 00 02 04 0,10 005 000 005 0,10
Eklenen RBK (uM) Eklenen RBK (uM)

Sekil 4.20 RBK tayini i¢in standart katma kalibrasyon grafikleri: (A) KDKAdSV ve
(B) DPKAdSV (CE: ADCE, pH: 11,0 BR. Her bir veri ayr1 ayr1 elde edilen
5 kalibrasyon egrisi i¢in ortalama deger olup hata ¢ubuklari ile birlikte
verilmistir.)

Bu amagla, BR tamponuna tablet ¢ozeltisi eklenip (Boliim 3.6) optimum kosullarda KD,
KDKAGJS, DP ve DPKAJS voltamogramlari kaydedilmistir (Sekil 4.21 ve 4.22).

S6z konusu voltamogramlar incelendiginde, tabletlerde bulunan RBK’nin standart RBK
ile hemen hemen ayni potansiyelde bir indirgenme piki verdigi ve bu pikin akiminin
eklenen tablet c¢ozeltisindeki RBK derisimi ile degistigi goriilmiistiir. Ayrica, bu
potansiyel bolgesinde RBK’nin indirgenme pikine girisim etkisi yapabilecek herhangi
bir pikin gézlenmemesi, tabletlerde kullanilan koruyucu ve destek maddelerinin bozucu
bir etkiye sahip olmadigi seklinde degerlendirilmistir. Bu voltamogramlardan elde
edilen pik akimi degerlerinden ve olusturulan kalibrasyon grafiklerinden dogrudan

etken madde derisimleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.21 RBK igeren tablet ¢ozeltilerinin voltamogramlarinin derisimle degisimi: (A)
KDV ve (B) KDKAdSV (CE: ADCE, pH: 11,0 BR)
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Sekil 4.22 RBK igeren tablet ¢ozeltilerinin voltamogramlarinin derigsimle degisimi: (A)
DPV ve (B) DPKAdASV (CE: ADCE, pH: 11,0 BR)

Ayrica, bu cozeltilere standart etken madde c¢ozeltilerinden eklenerek olusturulan
standart katma grafiklerinden de tabletteki etken madde miktarlart bulunmustur. Her iki
yontemle hesaplanan etken madde derisimlerinden yararlanarak % geri kazanim

degerleri bulunmus ve tiim sonuglar Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelgeler incelendiginde, dogrudan kalibrasyon ve standart katma ydntemi ile,
gelistirilen dort yontem kullanilarak hesaplanan geri kazanim degerlerinin yaklasik %
100 oldugu; bagil standart sapma degerlerinin ise % 4’den kiiciik oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, gelistirilen yontemlerin ilaglardaki etken madde tayinine yiiksek bir

dogruluk ve kesinlikle uygulanabilecegi sdylenebilir. Ayrica, dogrudan kalibrasyon ve
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Cizelge 4.2 Dort farkli voltametrik yontemle Edronax®™ tabletlerinde RBK tayininde
dogrudan kalibrasyon yontemiyle elde edilen sonuglar

Yontem KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Beyan edilen RBK miktari, mg 5,2 5,2 5,2 5,2
5,20+ 0,01 492+ 0,30 5,21+0,07 | 5,16+0,24
4,92 +0,19 5,03 +0,33 5,11+0,12 | 5,22+0,28
Bulunan RBK miktari’, mg 5,21 £0,05 5,07+0,21 5,19 £0,05 5,08+0,21
5,08 +0,12 5,26 £0,27 5,33+0,14 | 4,99 £0,45
5,36 +0,17 5,22+0,14 5,20+0,06 | 495+041
Geri kazanim degeri*, % 99,1 +3,6 98,1 +£3,1 100,2 £ 1,7 97,7+2.,5
% BSS™ 3,2 2,8 2,5 2,2

“ortalama + tsNN (N=5),% 95 giiven seviyesinde

**Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.3 Dért farkli voltametrik yontemle Edronax® tabletlerinde RBK tayininde

standart katma yontemiyle elde edilen sonuglar

Yontem KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Beyan edilen RBK miktari, mg 5,2 5,2 5,2 5,2
5,14+ 0,26 5,10 +0,33 5,19+0,15 | 4,96+0,28
5,21 £0,48 5,04 £ 0,41 5,26+0,04 | 5,10+0,31
Bulunan RBK miktari’, mg 5,56+ 0,21 5,20+ 0,28 5,15+0,15 | 5,02+0,25
5,22+0,12 5,04 £ 1,57 5,28+0,47 | 5,12+0,23
5,20+ 1,52 5,20 £ 0,63 514+0,12 | 5,17+0,36
Geri kazanim degeri*, % 100,7 £ 3,2 978+1,6 100,1+ 1,4 97,2+1,8
% BSS™ 338 1,5 1,2 1,6

“ortalama + ts/NN (N=5),% 95 giiven seviyesinde

**Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

standart katma yontemiyle elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigindan,
cok sayida numune analizleneceginde dogrudan kalibrasyon yonteminin kullanilmasinin

uygun olacagi diisliniilmiistiir. Yontemin dogrulugunu belirlemek i¢in tablet ¢ozeltisi
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iceren BR tamponuna standart RBK katilmis ve % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. Bu degerlerin 100 civarinda olmasi, gelistirilen yontemlerin

dogrulugunu gostermektedir.

RBK’nin serum ve idrar numunelerinde tayin edilip edilemeyecegi de arastirilmistir. Bu
amagla serum ve idrar numunelerine, standart RBK veya tablet ¢ozeltileri eklenmis ve
serumda proteinler ¢oktiiriilmistiir. Bu eklemeler fizyolojik ortamda bulunabilecek

miktarlar dikkate alinarak yapilmstir.

Serum numuneleri kullanilarak yapilan analizlerde, etken madde igceren numunelerin
KDKAdS ve DPKAAS voltamogramlart alinmistir. Ayni1 miktarda etken madde BR
tamponuna katildiginda elde edilen voltamogramlarda bir indirgenme pikine
rastlanmasina ragmen, serum igeren numunelerde herhangi bir pike rastlanmamaistir.
Literatiirde, RBK’nin plazma proteinlerine yaklasik % 98 oraninda baglandig: (Kadhe
vd. 2003) belirtilmektedir. Serum numunelerinde herhangi bir pike rastlanmamasinin
nedeni, serum ortamina eklenen RBK’nin proteinlere kuvvetle baglanmasindan ve
dolayisiyla bu aralikta elektroaktivitesini kaybetmesinden kaynaklandigi sdylenebilir.
Bu varsayimi desteklemek icin, etken madde katilmamis serum numunelerinde
proteinler ¢oktiiriilmiis ve sonra etken madde eklenerek voltamogramlar kaydedilmistir

(Sekil 4.23).

Sekil 4.23°den de goriildiigii gibi, bu durumda RBK’ya ait bir indirgenme piki elde
edilmis ve pik akiminin ilgili kalibrasyon esitliginde degerlendirilmesi sonucu % geri
kazanim degeri 98,5 + 5,2 (N=5) olarak hesaplanmustir. Proteinsiz serum numunelerinde
hesaplanan yiiksek geri kazanim degerlerine karsilik ilag eklendikten sonra proteinleri
coktiiriilen veya proteinli hali ile yapilan uygulamalarda RBK’ya ait pikin
gozlenmemesi serum proteinlerinin RBK’nin elektrokimyasal aktifligini engelleyecek

sekilde davrandig1 varsayimi desteklenmistir.
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Sekil 4.23 (a) Proteini ¢oktiiriildiikkten sonra etken madde eklenen, (b) proteini
¢oktiirilmeden etken madde eklenen ve sonra proteini ¢oktiiriilen serum
numunesinin DPKAdS voltamogrami (CE: ADCE, Cggk = 0,06 uM, pH:
11,0 BR)

Literatiirde benzer durumlar i¢in yapilan ¢alismalarda, benzer sonuglarla karsilasildig
rapor edilmistir (Fotouhi vd. 2009, Cai vd. 2010, Collins vd. 2010, Bi vd. 2011,
Ozdemir vd. 2011, Wei vd. 2011). Bu ¢alismada da insan serumu albiiminine (HSA)
yapisal benzerliginden dolay1 bovin (s1gir) serum albiimin (BSA) kullanilarak RBK’nin
elektroaktivitesinin protein ortaminda azalip azalmadigi incelenmistir. Bu amagla RBK
iceren cozeltilere artan derisimlerde BSA ¢ozeltileri katilmis, siyirma voltamogramlari

kaydedilmis ve Sekil 4.24’de DPKAJS voltamogramlar1 verilmistir.

Sekilden de goriildiigii gibi, RBK’nin pik akimi ¢ozeltiye BSA eklendik¢e azalmaktadir.
Bu degerlendirmelerden, RBK’nin plazma proteinlerine baglandigi, proteinle
etkilestikten sonra elektroaktivitesini kaybettigi ve bu etkilesimden dolayr serum

ortaminda RBK’nin nicel tayininin yapilamayacagi sonucuna varilmigtir.

80



-0.12

-0.10 -

.a
0,08
el bi
E -006 - :
-
=
0.04 +

BSA+BR .
ER ———— "

-0,02

rrd
ccccc

0.7 -09 -1.1 -13 -1.5
Potansivel, V (Ag/AgCl 3 M KCl've giire)

0.00

Sekil 4.24 DPKAdSV yonteminde RBK’nin pik akimma BSA’nin etkisi. BSA
derisimleri (a) 0 (b) 8,8 nM (c¢) 13,2 nM (d) 17,5 nM (e) 22,0 nM (f) 26,3
nM (CE: ADCE, Crgk= 0,1 uM, pH: 11,0 BR)

Idrar numunelerinde RBK’nin nicel tayini igin, gelistirilen yontemlerden sadece
DPKAASV yontemi kullanilmistir. Ciinkii, bu yontemin dogrusal calisma araligi,
idrarda bulunan RBK derisim araligmma uygundur. Boliim 3,9’da anlatildig1 sekilde
hazirlanan idrar numunelerine uygun miktarda RBK katilmis ve DPKAJS
voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.25). Voltamogramlardan da gorildigi gibi
RBK igermeyen idrar numunesinde ilgili potansiyel bolgesinde herhangi bir pike
rastlanmamakla birlikte, RBK derisimi arttikga artan pik akimina sahip bir pik
olugmaktadir. Hem standart katma hem de dogrudan kalibrasyon yontemiyle elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin egimlerinin yaklagik ayni olmast nedeniyle dogrudan
kalibrasyon yontemiyle analiz yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de
verilmigtir. Cizelge 4.4’deki % geri kazanim ve bagil standart sapma degerleri, bu
yontemin, idrarda RBK’nin nicel tayininde basarili bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.25 RBK igeren idrar cozeltilerinin DPKAdS voltamogramlarinin derisimle
degisimi (CE: ADCE, pH: 11,0 BR)

Cizelge 4.4 DPKAdSV yontemiyle idrar numunelerinde RBK tayininden dogrudan
kalibrasyon ve standart katma ile elde edilen sonuglar

Yéntem DPKAdSV DPKAdSV
* dogrudan kalibrasyon standart katma

Eklenen RBK miktar1 , pg 2,88 2,00 0,96 2,52

2,82 1,79 0,89 2,41

3,13 1,99 0,93 2,65
Bulunan RBK miktari, pg 2,72 2,04 0,98 2,50

2,82 1,86 0,94 2,39

2,87 2,18 1,06 2,44
Geri kazamim degeri~, % | 99,7+ 6,1 | 98,6 + 8,8 | 100,4 + 7.8 98,3+4,8
% BSS™" 53 77 6,7 4,2

*1,0 mL idrar numunesine eklenen RBK miktart
“ortalama + ts\NN (N=5) ,%95 giiven seviyesinde

" Hesaplanan geri kazamm degerleri i¢in bagil standart sapma

Bu sonuglara gore, gelistirilen dort voltametrik yontemin ilag tabletlerinde etken madde
tayini i¢in kullanilabilecegi; DPKAdASV yonteminin idrarda RBK tayinine
uygulanabilecegi ve proteinlere etken maddelerin baglanma  oranlarinin

hesaplanabilecegi sdylenebilir.
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RBK’nin CKE yiizeyinde de elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu Boliim 4.1.1°de
belirlenmisti. Sekil 4.7 incelendiginde, RBK’nin CKE yiizeyinde pH 7,0’da en yliksek
pik akimi olusturacak sekilde yiikseltgenme piki verdigi ve bu pikin akiminin RBK
derisimi ile dogrusal olarak degistigi goriilmistii. Bu nedenle RBK’nin nicel tayini igin
bu yiikseltgenme pikinden yararlanarak ¢esitli  voltametrik  yontemlerin
gelistirilebilecegi diisiiniildii. Ancak, RBK’nin CKE’de yapilan gerek optimizasyon
gerekse yontem gelistirme calismalarinda sadece KDV yonteminde elde edilen
parametrelerin tayin yontemi gelistirmeye uygun oldugu goriilmiistiir. Bu yontemde

yapilan optimizasyon c¢aligmalarinda elde edilen optimum parametreler asagida

verilmistir:
= Destek elektrolit cinsi ve derisimi: 0,04 M BR
= pH:7,0

» Yontem degiskenleri: Ea=4mV,Ep;=25mV, f =15Hz

Belirlenen optimum kosullarda, s6z konusu yontem igin, ¢esitli derisimlerde RBK
iceren c¢ozeltilerin KDV voltamogramlar: alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.26’da
verilmistir. Her bir deney 5 kez tekrarlanmis olup ortalama pik akimlar1 derisime karsi
grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve Sekil 4.26’da i¢ grafik olarak

verilmistir.

7.0
35
| (rA)= 0,06 Crmyr (uM)+0,14
60 | 28 | R*=0,0002 402 pM
: { 302 pM
. 21 20,1 M
so |3 ) R 15,1 pM
- 14 F 10,1 pM
o7 b ;«'i 50 M
40 L G/
i ; 0.0 .
E 0 10 20 30 40 30 |
Z 30 Cra, pM /
2.0
1.0
0.0
03 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3

Potansiyel, V (Ag/AgCL 3 M KCl've giire)

Sekil 4.26 RBK’nin farkli derisimlerdeki KDV voltamogramlar1 (i¢ grafik: pik
akiminin (ip) RBK derisimi (Crgk) ile degisimi, CE: CKE)
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CKE kullanilarak RBK tayini i¢in yapilan yontem gelistirme ¢alismalarinda kalibrasyon
calismalarinda elde edilen kalibrasyon verilerinin en kiiglik kareler yoOntemiyle
degerlendirilmesi ile bazi validasyon parametreleri hesaplanmis ve bu parametreler

Cizelge 4.5’ de verilmistir.

RBK’nin yiikseltgenmesine dayanarak gelistirilen KDV yonteminde; ortalama pik
akimimin RBK derisimi ile dogrusal degistigi, regresyon katsayisinin (Rz) 0,99’dan
blyiikk oldugu, pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve gilinler-arasi

tekrarlanabilirliklerinin yeterli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5 RBK tayini icin elde edilen kalibrasyon egrilerinin en kiiciik kareler
yontemi  kullanilarak  degerlendirilmesiyle hesaplanan regresyon
parametreleri

Parametre KDV
Dogrusal galigma araligi, uM 2,5-40,2
Regresyon esitliginin egimi (m), pA/uM 0,06
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,14
Egimin standart sapmasi (Sp), pA/uM 0,001
Kesim noktasinin standart sapmast (Sp), pA 0,016
Regresyon katsayisi (R%) 0,9992
Gozlenebilme sinir1 (LOD), uM 0,8
Alt tayin sinir1 (LOQ), uM 2,7
Giin-i¢i akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 6,3
Giinler-aras1 akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ™ 75
Giin-i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 1,6
Giinler-aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) 1,7

*Aym ¢ozelti kullanmilarak ayni giinde yapilan 5 6l¢iim degeri i¢in
**Aym sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak 5 farkh giinde yapilan 5 6l¢iim degeri i¢cin

Ayrica, gelistirilen KDV yonteminin RBK tayini i¢in uygun oldugu ve dogrusal ¢alisma
araligimm 2,5x10° M (1,02 pg mL™) - 4,0x10° M (16,46 pg mL™) oldugu sonucuna

varilmistir. Ancak, gelistirilen KDV yonteminin elde edilen dogrusal ¢alisma araliginin
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sadece tablet numunelerindeki RBK’nin tayinine yeterli oldugu, serum ve idrar gibi eser
miktarda RBK igeren numunelere bir 6n deristirme yapilmadan uygulanamayacagi

gorilmiistiir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen KDV yontemi ile piyasadaki mevcut
ilaclarda RBK tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan numune c¢ozeltileri,
Bolim 3.6’da belirtildigi sekilde hazirlanmis, bu numunelerin KDV yontemi

kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.27’de verilmistir.

8.0

Alam, pA

03 03 07 09 1.1 1.3

Potansiyel, V

Sekil 4.27 RBK iceren tablet c¢ozeltilerinin KDV voltamogramlarinin derisimle
degisimi (CE: CKE, pH: 7,0 BR)

Sekil 4.27°deki voltamogramlar incelendiginde, RBK’nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenme pikinin tablet numunelerinde de belirgin bir sekilde gozlendigi ve pik
akiminin eklenen tablet ¢ozeltisindeki RBK derisimi ile degistigi goriilmistiir. Ayrica,
tablet numunelerinde bulunan katki maddelerinin RBK’nin yiikseltgenme piki
bolgesinde herhangi bir pik vermemesi, bu katkilarin RBK tayininde girisim etkisi
yapmayacagl sonucunu dogurmustur. Bu amagla hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma grafikleri olusturulmus ve elde edilen grafiklerin egimlerinin yaklagik
aynt olmast da ortamda bulunan katki maddelerinin bozucu etki yapmadigim
gOstermistir. Biitiin bu bulgular, gelistirilen yontemin ilaglarda etken madde tayinine
uygulanabilecegini ve dogrudan kalibrasyon yoOnteminin kullanilabilecegini

gostermistir. Ancak, bu calismada her iki kalibrasyon yontemiyle de tayin yapilmis ve

% geri kazanim degerleri belirlenmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar Cizelge
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4.6’da verilmistir. Cizelge incelendiginde, gelistirilen KDV yontemiyle tablet
numuneleri igin hesaplanan geri kazanim degerinin yaklasik % 100; bagil standart
sapma degerinin ise % 2’den kii¢lik oldugu bulunmustur. Gelistirilen KDV yonteminin,
RBK igeren ilaglarin kalite kontroliinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi sonucu

cikarilabilir.

Cizelge 46 KDV yontemiyle Edronax® tabletlerinde RBK tayininde dogrudan

kalibrasyon ve standart katma ile elde edilen sonuglar

Yontem KDYV, dogrudan kalibrasyon KDV, standart katma
Beyan edilen RBK miktari, mg 52 5,2
5,16 +0,11 5,02+ 0,32
5,07£0,10 5,22 +0,16
Bulunan RBK miktar1’, mg 5,04 + 0,09 5,16 + 0,14
5,17+0,18 5,10+ 0,24
5,24 +£0,24 5,28 £ 0,08
Geri kazanim degeri*, % 984+1.,5 99,12+2.3
% BSS™ 1,8 2,0

“ortalama + ts/\N, %95 (N=5) giiven seviyesinde

**Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

RBK’nin hem indirgenmesi hem de yikseltgenmesi i¢in gelistirilen yontemler,
literatiirde ayn1 madde i¢in gelistirilen yontemler ile karsilastirilarak ydntemlerin
dogrulugu ve kesinligi arasinda anlamli bir farkin olup olmadigi arastirilmistir. Bu
amagla, yontemlerin dogruluklar1 % 95 giiven seviyesinde t testi; kesinlikleri ise, F testi
uygulamalart yapilarak karsilagtirtlmistir  (Skoog 2004). Gelistirilen voltametrik
yontemlerin tablet ila¢ formlarina uygulanmasiyla elde edilen sonuglar, Raggi ve
arkadaslar1 (2002) tarafindan gelistirilen tiirev spektrofotometre yonteminin uygulama
sonugclari ile karsilastirilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmis ve
hesaplanan t ve F degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge 4.7 incelendiginde,

yontemler arasinda anlamli bir fark olmadig1 sonucuna ulagilmistir.
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Cizelge 4.7 Edronax® tabletlerinde RBK tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontemlerin
tiirev spektrofotometre yontemi ile istatistiksel olarak karsilastiriimasi

viem | Sqtianm Toqgss [ [ e[ Howi
Tiirev spektrofotometre 99,6 2,9 6

KDV apckde 99,1 3,2 10 0,21 0,82
KDKAASV apcede 98,1 2,8 10 0,69 1,15
DPV ApcE de 100,2 2,5 10 0,76 1,34
DPAASV apcE de 97,7 2,2 10 0,95 1,73
KDV ckgge 98,4 1,8 10 0,64 2,49
Teorik degerler” 2,15 2,71

* % 95 giiven seviyesinde (Giindiiz 1997)

4.2 Moklobemid (MKB)

Bu bolimde MKB ile ilgili elektrokimyasal caligsmalarin ve voltametrik yontem

gelistirme ¢alismalarinin sonuglar1 incelenmistir.

421 MKDB’nin elektrokimyasal davranisi

Calismanin bu kisminda, 6zellikleri Boliim 2.1.1°de verilen MKB’nin elektrokimyasal
davranisi sirastyla ADCE ve CKE yiizeylerinde DV, NPV, KDV, KK ve BE yontemleri
ile incelenmistir. Yapilan elektrokimyasal deneylerin sonuglar1 degerlendirilmis ve
elektrot yiizeyindeki indirgenme/yiikseltgenme tepkimeleri i¢in olasi mekanizmalar
Onerilmistir. Calismalarda Sekil 3.1°deki elektrokimyasal sistem kullanilmas,

voltametrik dl¢timler, Boliim 3.9°da aciklandig: sekilde yapilmistir.

Elektrokimyasal ¢alismalarda, oncelikle MKB’nin pH 10,0’da BR tamponunda farkli
derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin —-0,8 V - (=1,7 V) araliginda doniistimlii

voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 4.28’de verilmistir. S6z konusu sekilden de goriildiigii
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gibi, yaklasik —1,45 V’da akimi MKB derisimi ile degisen indirgenme/yiikseltgenme
pik ¢ifti gézlenmistir. Ayn1 ¢alisma kosullarinda destek elektrolit olarak kullanilan BR
cozeltisinin dontigimlii voltamograminda herhangi bir pik kaydedilmemistir. Artan
MKB derisimi ile pik akimlarinin artmasi (Sekil 4.28, i¢ grafik), gozlenen pik ¢iftinin ya
MKB’nin civa yiizeyinde kendi indirgenme/yiikseltgenme davranisindan ya da
MKB’nin aracilik ettigi bir indirgenme/yiikseltgenme olayindan kaynaklandigi seklinde
degerlendirilmistir. Sekil 4.28’de verilen voltamogramlarda yiikseltgenme pikinin de

gozlenmesi, MKB’nin ADCE yiizeyindeki indirgenmesinin tersinir olabilecegini

diistindiirmiistiir.
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Sekil 4.28 Farkli derisimlerde MKB iceren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlari: i¢
grafik ¢ katodik ve ¢ anodik pik akimlarinin MKB derigimi ile degisimi
(CE: ADCE, v: 0,100 V/s, pH:10,0 BR, Ey: 0,8 V, E4: -1,7 V, Es: —0,8 V)

Ayrica, yiksek MKB derisimlerinde kaydedilen doniisiimlii voltamogramlarin
incelenmesinde anodik piklerin davranist MKB’nin civa yiizeyindeki elektrokimyasal

indirgenme/yiikseltgenme mekanizmasinda katalitik etkinin olabilecegini akla
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getirmistir. Oyle ki, ¢ozeltideki MKB derisimi belirli bir degere kadar arttirildiginda,
ileri ve geri taramada tersinir ya da yart tersinir doniisimlerden beklenen pikler
gozlenmistir. Ancak, daha yliksek MKB derisimlerinde yiikseltgenme yOniinde tarama
yapildiginda, diisiik derisimlerde gozlenen yiikseltgenme pikinin akim polaritesi
degiserek indirgenme yoniindeki akim ile ayni polaritede pik verdigi belirlenmistir.
Dolayisiyla, diisiik derisimlerdeki yilikseltgenme davranisi, derisim arttirildiginda
potansiyel tarama yonii yiikseltgenme de olsa elektrot ylizeyinde indirgenmenin devam
ettigi dislniilmiustiir. Boyle bir davranisa tam bir agiklama getirilememistir; ancak, bazi
maddeler i¢in bdyle davramiglarin goriildiigii belirtilmistir (Nakiboglu 2010). Bu
davranis maddenin elektrot yiizeyine c¢ok kuvvetli adsorplanmasi dikkate alinarak
aciklanabilir. MKB derigimi belirli bir degerin altinda tutuldugunda, ¢alisma elektrodu
yiizeyine adsorbe olan molekiiliin elektrot yiizeyinde tamamen indirgendigini; geri
tarama durumunda ise bu tiirlerin yiikseltgendigini sOyleyebiliriz. Derigim belirli bir
degeri astiginda ortaya ¢ikan bu durum, elektrot yiizeyinde adsorplanan tiirlerin belli bir
kisminin indirgenebildigi; geri tarama sirasinda indirgenen tiirlerin ylikseltgenmesinin
yani sira ylizeye kuvvetle adsorplanip indirgenmemis tiirlerin de indirgendigi; olusan
akimin bu indirgenmeye ve yikseltgenmeye ait olan akimlarin toplami oldugu;

indirgenme akiminin daha baskin oldugu seklinde yorumlanabilir.

ADCE yiizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen MKB molekiillerinin bu elektrottaki
elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk olarak pik potansiyeli
ve pik akimina pH’nin etkisi aragtirllmistir. MKB derisimi 0,3 mM olan ¢ozeltilerin
pH’st BR tamponu kullanilarak 2,0-12,0 arasinda degistirilmis ve doniisiimli
voltamogramlari alinmigtir (Sekil 4.29). pH degerinin 8,0’dan kiigiik oldugu
durumlarda, molekiile ait herhangi bir pik gozlenmemistir. Dolayisiyla bu durumun;
MKB’nin yukarida belirtilen pH degerlerinde elektrokimyasal olarak aktif
olmamasindan ya da elektrokimyasal olarak aktif olmasina ragmen beklenen pik
potansiyelinin civa yiizeyinde hidrojen asir1 gerilimi potansiyeline gore daha katodik
degerlerde kalmasindan kaynaklandig: diistinilmiistiir. Ciinkd, civa yiizeyinde ortamda
bulunan hidronyum iyonlarimin indirgenerek hidrojen molekiilii olusturmas: igin
gereken potansiyelin, ¢ozeltinin pH degerine bagl olarak —1,25 V ile —1,85 V arasinda
degistigi bilinmektedir (Scholz vd. 2010). Diger taraftan, pH 8,0’da kaydedilen
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voltamogramin (Sekil 4.29, i¢ grafik A) pik akiminin pH’nin 8,0’dan kiiciik oldugu
degerlerde kaydedilen pik akimlarina oranla olduk¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durumun, s6z konusu pH degerinde gerceklesen elektrokimyasal doniisiimiin potansiyeli
ile hidrojenin indirgenme potansiyelinin ayni olmasi kosulunda, MKB pikinin hidrojen
asir1  gerilimi ile birleserek daha yiiksek akim olusturmasiyla ortaya ¢iktig
disiiniilmistiir. Bu gozlem, yilizeyde gerceklesen elektrokimyasal degisimin katalitik
etkiden kaynaklanabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Ciinki, katalitik etkiyle
hidrojen iyonunun indirgenmesi daha diisiik potansiyellerde gergeklesebilmekte ve ilgili
madde i¢in elde edilen sinyalin siddeti artabilmektedir (Nakiboglu 2010). Benzer
durumlarin KD voltamogramlari alinarak da go6zlenmistir. Ayrica, elde edilen
verilerden, yiiksek pH degerlerinde, MKB’nin indirgenme/yiikseltgenme pik ¢iftinin
potansiyel degerlerinin pH ile degismedigi de belirlenmistir (Sekil 4.29, i¢ grafik B).
Buradan, MKB’nin indirgenmesinde, hidronyum iyonunun molekiile baglanmasiyla
dogrudan bir etkisinin olmadigi, yani, MKB’nin hidrojenin indirgenmesinde katalitik bir

rol oynadig1 sonucu ¢ikarilabilir.
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Potansivel, V (Ag/AgCl, 3 M KCl've gire)
Sekil 4.29 Sabit derisimde MKB igeren ¢ozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan

doniistimlii voltamogramlari i¢ grafik: (A) pH 8,0 (B) pik potansiyelinin pH
ile degisimi (Cukg = 0,3 mM, CE: ADCE, v: 0,100 V/s)
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Sekil 4.29 incelendiginde, anodik ve katodik piklerin birlikte gozlendigi pH degerinin
10,0 ve 11,0 oldugu goriilmiistiir; ancak, en yiiksek pik akimi pH 10,0’da elde
edilmistir. Bu nedenle, mekanizma ile ilgili diger biitiin ¢aligmalar, pH’s1 10,0 olan

cozeltilerde gergeklestirilmistir.

MKB’nin elektrokimyasal davraniginin incelenmesinde, pH degiskeninden sonra pik
akimi ve pik potansiyeline tarama hizinin etkisi aragtirtlmistir. Bunun amagla, pH’s1
10,0’a ayarlanmis 0,3 mM MKB ¢6zeltisinin 0,005 - 1,000 Vs? arasindaki ¢esitli tarama
hizlarinda voltamogramlar1 kaydedilmis ve ip-V, ip-\/v, log ip-log v grafikleri ¢izilmistir
(Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 Sabit derisimde MKB igeren ¢oOzelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alman dontistimlii voltamogramlar: i¢ grafik: (A) katodik ve anodik pik
akiminin tarama hizi ile degisimi, (B) katodik ve anodik pik akiminin
tarama hizinin karekokdi ile degisimi, (C) katodik ve anodik pik akiminin
logaritmasimin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (D) katodik pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: ADCE, Cykg =
0,3 mM, pH:10,0 BR, Ey: -1,0 V, E4: -1,7 V, Eg: -1,0 V; O katodik pik, &
anodik pik)
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Sekil 4.30 incelendiginde, tarama yoni degistirildiginde gozlenen yiikseltgenme piki,
gerceklesen elektrokimyasal doniisiimiin tersinir olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ideal
tersinir bir elektrokimyasal mekanizma i¢in anodik pik akimmin katodik pik akimina
oranmin 1,0 olmasi ve pik potansiyelinin tarama hizindan etkilenmemesi gerekmektedir
(Wang 2006). MKB i¢in gerceklestirilen bu c¢alismada, pik potansiyeli tarama hiz ile
degismemis; anodik pik akiminin katodik pik akimina orani yaklagik 1,1 olarak
hesaplanmistir. Bu verilerden, incelenmekte olan mekanizmanin tersinir olabilecegi

distinilmiistiir.

Tarama hiz1 ¢aligmalarinda, katodik pik akiminin (ipx) tarama hizi ile degisim denklemi
Ipk (LA) = 1,1 v (Vs = 0,001; R*=0,9997, anodik pik akiminin (ipa) tarama hizi ile
degisim denklemi ise ipa (LA) =-0,9 Vv (Vs'l) ~0,01: R?=10,9950 seklinde bulunmustur
(Sekil 4.30, i¢ grafik A). Pik akim1 ve tarama hiz1 arasindaki dogrusal iliski, MKB igin
civa ylizeyinde adsorpsiyon kontrollii bir mekanizmanin séz konusu oldugunu
diisiindiirmiistiir. Pik akimimin (A) logaritmasinin tarama hizinin (Vs™h logaritmasi ile
degisimi incelendiginde ise, anodik ve katodik pikler i¢in olusturulan dogrusal degisim
grafiklerinin egimi 1,1 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.30, i¢ grafik C). Katodik ve
anodik pikler i¢in hesaplanan bu egim degerlerinin, adsorpsiyon kontrollii
mekanizmalar icin Onerilen 1,0 degerine (Wang 2006) olduk¢a yakin oldugu
goriilmiistiir. Bu deneysel sonug, mekanizmanin adsorpsiyon kontrollii olmasi
gerektigini diisiindlirmiistiir. Ayrica, pik akiminin tarama hizinin karekoki ile degisimi
(Sekil 4.30, i¢ grafik B) incelendiginde, dogrusal olmayan bir degisim gozlenmesi de

elektron aktariminin adsorpsiyon kontrollii olmast sonucunu desteklemektedir.

Adsorpsiyon davranisini degerlendirmek igin literatiirde verilen baska deneysel
caligmalar da yapilmis ve su sonuglar elde edilmistir (Wopschall ve Shain 1967, Hulbert
ve Shain 1970): Artan MKB derisimiyle, katodik pik akimmin MKB derisimine
oraninin (ip/C) azaldigi; tarama hizinin artmastyla, katodik pik akiminin derigim tarama
hiz1 ¢arpimina oraninin (ip/Cv) sabit kaldig1 ve tarama hizinin artmasiyla, katodik pik
akiminin, derigim ile tarama hizinin karekokiiniin ¢arpimina oraninin (ipyk/Cvm) arttigi
belirlenmistir (Sekil 4.31). Elde edilen deneysel sonuglar degerlendirildiginde,
MKB’nin civa yiizeyinde gozlenen elektrokimyasal indirgenme/yiikseltgenme
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davraniginin tersinir ve adsorpsiyon kontrollii olabilecegi sonucu ¢ikartlmistir. Ayrica,
NPV yontemi ile yapilan calismalarda, dalga sekli yerine pik seklinde kaydedilen
voltamogramlar, MKB’nin elektrot yiizeyine adsorbe olarak elektron aktarimina

katildig1 varsayimini desteklemektedir (Scholz vd. 2010).
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Sekil 4.31 MKB’nin elektrokimyasal davranisina adsorpsiyonun etkisi (A) ip./C
oraninin MKB derisimi, (B) ip«/Cv oraninin tarama hizi, (C) ip,k/Cvll2
oraninin tarama hiz ile degisimi (CE: ADCE, Cyuxg = 0,3 mM, pH: 10,0
BR)

Tarama hizinin pik akimina etkisinin yani sira, katodik ve anodik pik potansiyeline
etkisi de arastirilmistir. Tarama hizinin artmasiyla anodik pik potansiyelinde belirgin bir
degisim gozlenmemis ancak, katodik pik potansiyelinde —1,45 V’tan —1,50 V’a dogru
hafif bir kayma belirlenmistir (Sekil 4.30). Tarama hiz1 ile anodik ve katodik pik
potansiyellerinin farkli de§isim gdstermesi, indirgenmis tiir ile ylikseltgenmis tiiriin
elektrot yiizeyine farkli kuvvetlerle adsorbe olmasindan kaynaklandigim
diistindiirmiistiir. Tarama hizinin logaritmasina kars1 pik potansiyeli grafige gecirilmis
ve pik potansiyeli ile tarama hizinin logaritmasinin; E,(V) = 0,02 log v — 1,5 (R* =
0,9905) esitligini saglayacak sekilde degistigi gorilmistir (Sekil 4.30, i¢ grafik D).
Cizilen bu grafikten elde edilen dogrunun egimi ve Esitlik 3.12 kullanildiginda, anodik
yik aktarim katsayis1 olan « ile elektrot tepkimesinde aktarilan elektron sayisinin
carpimi (Ne) 0,72 olarak hesaplanmistir. Ayni1 parametre kare dalga voltametride
yapilan frekans ¢alismalarinda ise, 0,75 olarak bulunmustur. Yiik aktarim katsayisinin
0,5’den biiyiik bulunmasi elektrokimyasal tepkimede olustugu varsayilan aktiflesmis
kompleksin, tepkime koordinatina gore simetri merkezinde olmadigr seklinde

yorumlanmustir.
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MKB’nin indirgenmesinde aktarilan elektron sayisini hesaplamak i¢in, sabit potansiyelli
kulometri calismast yapilmistir. Bu ¢alisgma, Bolim 3.9.5°de anlatildig1 sekilde, pH
10,0’da —1,6 V sabit potansiyel uygulanarak gerceklestirilmistir. MKB ¢o6zeltisinin
elektroliz oncesi ve elektroliz sonrasi kaydedilen voltamogramlar1 degerlendirilmis,
gerceklesen elektroliz olaymnin, pik akimi ve pik potansiyelinde kayda deger bir
degisiklige sebep olmadigi gozlenmistir. Bu deneysel sonuglarla ilgili akla gelen ilk
olasilik, yapilan bulk elektroliz ¢alismalarinda herhangi bir elektrokimyasal doniisiimiin
gerceklesmedigidir. Ancak, bulk elektroliz devam ederken farkli zaman araliklarinda
sistemden gecen akim degerlerinin kontrol edilmesi ve sistem igerisinde
elektrokimyasal doniisiimiin oldugunu goésteren akim degerlerinin (bir kag mA)
okunmast bu olasiligin zayif oldugunu dislindiirmiistiir. Diger bir olasilik ise, bulk
elektroliz aninda yilizeydeki molekiiller uygulanan potansiyel ile indirgenirken,
indirgenme sonucunda kararsiz bir ara iirliniin olugsmast seklinde degerlendirilmistir.
Bulk elektroliz devam ederken, bu ara iirliniin tekrar baslangic molekiiliine doniisiip
indirgenme/yiikseltgenme dongiisii olusturdugu varsayilmistir. Yapilan galismalarda,
belirli bir siire sistemden ge¢en akim siddetinin diizenli olarak azalmasi ve belirli bir
akim oranina geldikten sonra (% 6) akim degerinin neredeyse sabit kalmasi, bu
olasiligin gerceklesmis olabilecegini destekleyen bir gozlem olmustur. Bu olasiligin
gerceklesmis olmasi durumunda, elektrot ylizeyindeki elektrokimyasal doniisiimiin
katalitik bir doniisiim olabilecegi diistiniilmektedir. Zira, belirli ara basamak ya da
basamaklardan sonra MKB tekrar baslangi¢ formuna doniismektedir. Bu durumda,
kaydedilen elektrokimyasal sinyalin (pik) aslinda incelenen molekiiliin kendisinin
indirgenip/yiikseltgenmesi sonucu degil; bu molekiilin katalizér rolii oynadigi ve
ortamdaki bagska bir tiiriin indirgenip/yiikseltgenmesi sonucu gozlenen bir sinyal oldugu
sonucu ¢ikarilmistir. Bu nedenle, bulk elektroliz yontemi aktarilan elektron sayisini
hesaplamak i¢in kullanilamamistir. Elektron sayisi, DV g¢alismalarinda adsorpsiyon

kontrollii sistemler i¢in 6nerilen Esitlik 3.15 — Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanmustir.

0,005 - 1,000 Vs? tarama hizi araliginda MKB’nin indirgenmesinde aktarilan elektron
sayist (N), her bir tarama hizi i¢in, sézkonusu esitliklerden ve pik akimina karsilik

tarama hiz1 grafiginden elde edilen dogru denkleminin egiminden hesaplanmistir. Her
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iki yontemle yapilan hesaplamalarda aktarilan elektron sayisi ortalama olarak 1 degerine

yakin bulunmustur.

Simdiye kadar elde edilen bulgular birlestirildiginde, ADCE ylizeyinde MKB’nin
indirgenmesinin 1 elektron aktarimi ile tersinir oldugu ve adsorpsiyon kontrollii olarak
gergeklestigi sonucuna ulasilmistir. Biitlin bu degerlendirmelerden sonra MKB’nin
ADCE yiizeyindeki indirgenmesi i¢in asagidaki olasi tepkime mekanizmasi onerilmistir
(Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 MKB molekiillerinin ADCE yiizeyinde gergeklesen elektroindirgenme
tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma

Deneysel sonuglar degerlendirildiginde, gbézlenen indirgenme/yiikseltgenme piklerinin
MKB’nin kendisinin indirgenme/yiikseltgenmesine ait olmadigi bunun yerine civa
yiizeyine adsorbe olan MKB’deki ortaklanmamis elektronlara tutunan ortamdaki
hidronyum iyonlarinin indirgenmesi/ylikseltgenmesine ait oldugu varsayilmaktadir. Bu
durum su sekilde aciklanabilir: MKB molekiillerinin civa ylizeyine adsorbe olmasiyla
elektrot yilizeyinin modifiye oldugu; MKB ile modifiye olan civa yiizeyinin katalizor
gorevi iistlendigi ve hidronyum iyonlarinin indirgenip hidrojen gazina doniismesine yol
actig1 soylenebilir. Cozelti derisimine bagli olarak, elektrot yiizeyi ile ¢ozelti arasindaki

derigim farki yeterince biiyiik oldugu durumda (Cwmkg, ads >> Cwmiks, oz Sekil 4.32)
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indirgenmis iyonlarin hizli bir bicimde elektrot yiizeyinden ¢ozeltiye dogru difiizlendigi
ve anodik pik akimi ile katodik pik akimi oraninin 1’den kiigiik oldugu; ancak, elektrot
yiizeyi ile ¢ozelti arasindaki derisim farki indirgenmis iyonlar1 ¢ozeltiye diflizleyecek
kadar biiylik olmadig1 durumda (Cukg, ads = Cmka, ¢sz; Sekil 4.32), indirgenmis iyonlarin
elektrot ylizeyinden ¢ozeltiye hizli bir sekilde diflizlenemedigi ve anodik pik akimai ile
katodik pik akimi oraninin tersinir mekanizmalardan beklendigi gibi 1’e yaklastigi

gozlenmistir.

Tiim bunlarin yani sira bu ¢alismada, kronokulometri yonteminden elde edilen veriler
de kullanilarak MKB i¢in yiizey kaplama katsayist (/) ve difiizyon katsayist (D)
hesaplanmistir. MKB’nin yiizey kaplama katsayist (), 0,005 - 1,000 Vs™ tarama hizi
araliginda dondstimlii voltametri verileri ve Esitlik 3.13’den hesaplanmistir. Yiizey
kaplama katsayisi (/) verilen tarama hizi araliginda ortalama olarak 6,0 x 10™ mol cm™
bulunmustur. Buradan, adsorplanan her MKB molekiiliiniin kiiresel oldugu ve ylizeye
tek tabaka halinde adsorplandig: diisiiniiliirse, elektrot yiizeyinde 2,8 nm? alan kapladigi
sonucuna ulasilabilir. Ayrica, kronokulometri teknigiyle ii¢ farkli derisim igin

hesaplanan yiizey kaplama katsayisi (/) Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 MKB i¢in kronokulometri teknigiyle elde edilen yiizey kaplama katsayisi
(7) degerleri
Derisim (uM) 10 50 500
Qw0 (C) 1,3x 1077 1,7x1077 20x 1077
Qu (C) 76x10° 76x10° 76x10°
Qags (C) 54x10° 95x10° 1,2x 10’
[ (mol cm?) | (3,9+0,1) x 10 | (6,8+0,2) x 10! | (8,8+0,3) x 10

Cizelge 4.8’e gore, civa ylizeyine adsorplanan madde miktarinin, derisimin artmasiyla
arttig1 soylenebilir. Ayrica, her iki yontemle hesaplanan yiizey kaplama katsayisinin (/)
bir biri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Hesaplanan yiizey kaplama katsayisi
degerlerinin adsorpsiyon kontrollii elektrokimyasal doniisiimler igin literatiirde verilen
degerlere yakin oldugu belirlenmistir (Brett ve Brett 1994, Bard ve Faulkner 2001,
Wang 2006).
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MKB’nin difiizyon katsayisi ise, adsorpsiyon kontrollii sistemler i¢in Garrido tarafindan
gelistirilen ve validasyonu yapilan Esitlik 3.14 kullailarak (A = 0,0145 cm?) 0,005 -

2 st olarak

1,000 Vs? tarama hizi araliginda hesaplanmis ve (2,5+0,4) x 107 cm
bulunmustur. Hesaplanan bu deger literatiirdeki degerler ile karsilastirildiginda,
difiizyon katsayisinin difiizyon kontrollii mekanizmalar ile elektrokimyasal doniisiime
ugrayan maddelerinkinden kiiclik, adsorpsiyon kontrolli mekanizmalar ile
elektrokimyasal donilisiime ugrayan molekiillerinkinden ise biraz biiyiik oldugu tespit
edilmistir. Bu degerlendirmeden hareketle, s6z konusu mekanizmanin esas olarak

adsorpsiyon kontrollii oldugu, ancak mekanizmaya difiizyonun da etkisinin bulundugu

sonucu ¢ikarilmistir.

MKB’nin ADCE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisinin belirlenmesinden sonra,
CKE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi da incelenmistir. Bu ¢alismada, ADCE
yiizeyinde yapilan deneysel calismalara benzer g¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla,
MKB’nin pH 6,0’da BR tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerinin 0,0 V
- 1,6 V araliginda doniisiimlii voltamogramlar1 alimmustir (Sekil 4.33). Sekil 4.33’den de
goriildiigl gibi, yaklasik 0,9 V civarinda, iyi tanimlanmis bir yiikseltgenme piki gozlen
mistir. Aymi ¢alisma kosullarinda BR ¢06zeltisinin voltamogrami alindiginda, bu
potansiyel penceresinde herhangi bir pik kaydedilmemistir. Farkli derisimlerdeki MKB
¢ozeltileri kullanilarak alinan voltamogramlarda elde edilen pik akiminin MKB derigimi
ile artmasi1 (Sekil 4.33, i¢ grafik), s6z konusu pikin MKB’nin yiikseltgenmesine ait
oldugu seklinde degerlendirilmistir. Ters yoOnde taramada yiikseltgenen tiiriin
indirgenmesine ait herhangi bir pik gozlenmemistir. Bu deneysel sonug, MKB
molekiillerinin cams1 karbon yiizeyindeki yiikseltgenmesinin tersinmez olabilecegini

diistindtirmiistiir.

CKE yiizeyinde elektroaktif oldugu belirlenen MKB molekiillerinin bu elektrottaki
elektrokimyasal davranisinin ayrintili olarak incelenmesinde, ilk olarak pik potansiyeli
ve pik akimma pH’nin etkisi arastirilmistir. Bu amacla MKB derisimi 15,0 uM MKB
olan ¢ozeltilerin pH’s1 BR tamponu kullanilarak 2,0 - 12,0 araliginda ayarlanmig ve

dontigiimlii voltamogramlart alimmustir (Sekil 4.34). Elde edilen sonuglar degerlendiril-

97



12

4
36,5uM
10 - 13 I . 15,0 pM
I 113 pM
. az . Ap
£ 358pM
3]
g 4
2
0
-2
_,'l_ I 1 1 1 1 I I

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6
Potansivel, V (Ag/AgCl 3 M KCl've giire)

Sekil 4.33 Farkli derisimlerde MKB iceren ¢ozeltilerin doniisiimlii voltamogramlari: i¢
grafik anodik pik akiminin MKB derigimi ile degisimi (CE: CKE, v: 0,100
V/s, pH: 6,0 BR, Ep: 0,0V, E4: 1,6 V, Es: 0,0 V)

diginde, MKB’ye ait anodik pik potansiyelinin pH 3,0-11,0 arasinda pH arttik¢a daha
diisiik potansiyellere kaydigi belirlenmistir. DV ¢alismalarinda, pH’nin 2,0°den kii¢iik
ve 11,0’dan biiyiik oldugu ¢ozeltilerde MKB’ye ait herhangi bir pike rastlanmamuistir.
Yiikseltgenme potansiyelinin artan pH ile daha kiiclik degerlere kaymasi, protonlanmis
tiiriin, protonlanmamis tlire gore daha zor yiikseltgendigi seklinde yorumlanmistir.
Buradan, MKB’nin yiikseltgenmesinde hidronyum iyonlarm o6nemli bir etkisinin
oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan ¢alismalarda asidik ¢ozeltilerde pik potansiyelinin
pH ile degisim denklemi E, (V) = -0.1 pH + 1.60 (R? = 0.9988) seklinde, bazik
cozeltilerde ise Ep (V) = -0.03 pH + 1.1 (R2 = 0.9811) seklinde bulunmustur (Sekil
4.34, i¢ grafik). Bu iki dogru pH’nin 6,0 - 7,0 oldugu bir noktada kesistigi ve bu pH
degerinin MKB’nin pK, degeri (yaklasik 6,02) ile dogrudan baglantili oldugu
belirlenmistir (Ignjatovic vd. 2009). Esitlik 3.12’den yola ¢ikarak bu iki dogrunun

egiminden dn degeri bazik cozeltiler igin 0,5 asidik ¢ozeltiler igin ise 1,7 olarak
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hesaplanmistir. Camsi karbon elektrottaki ¢aligmalarin pH 6,0’da gergeklestirilmesinden
dolay1 pH’nin pik potansiyeline etkisi 5,5 - 7,5 aralifinda degerlendirilmis,
mekanizmaya katilan proton sayisinin elektron sayisina orani 1,0 olarak hesaplanmaistir.
Buradan, asidik bolgede MKB’nin CKE’de yiikseltgenme mekanizmasinda aktarilan

proton sayisinin elektron sayisina esit oldugu sonucu ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.34 Sabit derisimde MKB igeren cozeltilerin farkli pH degerlerinde alinan
dontisiimlii voltamogramlari: i¢ grafik: pik potansiyelinin pH ile degisimi
(Cwmks = 15,0 uM, CE: CKE, v: 0,100 V/s)

DV (Sekil 4.34) ve KDV yontemleri ile yapilan dlgtimlerde pH 3,0 - 11,0 araliginda
MKB piki kaydedilmistir; ancak en yliksek pik akimi ve en diizgiin pik sekli pH 6,0’da
elde edilmistir. Bu nedenle, mekanizma ile ilgili diger biitiin ¢calismalar, pH’s1 6,0 olan

cozeltilerde gerceklestirilmistir.

MKB’nin elektrokimyasal davranisinin incelenmesinde, pH degiskeninden sonra pik
akimi ve pik potansiyeline tarama hizinin etkisi aragtirllmistir. Bu amagla, pH’s1 6,0’a
ayarlanmig 13,6 uM MKB c¢o6zeltisinin 0,025 - 1,000 Vs? tarama hizi aralifinda

dontisiimii voltamogramlar: alinmistir (Sekil 4.35). Tarama hiz1 ile anodik pik akiminin
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(ipa) dogrusal degisiminin ipa (WA) = 12,3 v (Vs™) — 0,54; R? = 0,9957 esitligi ile ifade
edilebilecegi bulunmustur (Sekil 4.35, i¢ grafik A). Pik akimi ve tarama hiz1 arasindaki
dogrusal ilisgki MKB i¢in camsi karbon yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii bir
mekanizmanin s6z konusu oldugunu diisiindiirmiistiir. Pik akiminin (A) logaritmasinin
tarama hizinin (Vs'l) logaritmasi ile degisimi incelendiginde, olusturulan dogrusal
degisim grafiklerinin egimi 0,82 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.35, i¢ grafik C).
Hesaplanan bu egim degerinin, adsorpsiyon kontrollii mekanizmalar i¢in 6nerilen 1,0
degerinden (Wang 2006) diisiik ancak difiizyon kontrollii mekanizmalar i¢in beklenen
degerden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu deneysel sonug¢, mekanizmanin adsorpsiyon
kontrollii olmasinin yani sira mekanizmaya difiizyonun da etki ettigini gostermistir.
Ayrica, pik akimmin tarama hizinin karekokii ile degisim grafigi incelendiginde,
dogrusal olmayan bir degisim gozlenmistir (Sekil 4.35, i¢ grafik B). Boylece, incelenen
elektrokimyasal doniisiime adsorpsiyonun etkisinin difiizyonun etkisinden daha yiiksek

oldugu sonucu ¢ikarilmustir.
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Sekil 4.35 Sabit derisimde MKB igeren ¢ozelti kullanilarak farkli tarama hizlarinda
alan dontistimlii voltamogramlar: i¢ grafik: (A) pik akiminin tarama hizi
ile degisimi, (B) pik akiminin tarama hizinin karekdokii ile degisimi, (C) pik
akiminin logaritmasiin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi, (D) pik
potansiyelinin tarama hizinin logaritmasi ile degisimi (CE: CKE, Cukg =
13,6 uM, pH:6,0 BR, E»: 0,5V, E4: 1,4V, E: 0,5 V)
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Elektrot yilizeyinde gergeklesen adsorpsiyon davranisini degerlendirmek igin yapilan
diger bir dizi ¢alismada ise; artan MKB derisimiyle, anodik pik akimmin MKB
derisimine oraninin (ipx/C) azaldigi; tarama hizinin artmasiyla, anodik pik akiminin
derisim tarama hizi ¢arpimina oraninin (ipx/Cv) 0,4 Vs? tarama hizi degerine kadar
azaldig1, daha yiliksek tarama hizlarinda ise sabit kaldig1 ve tarama hizinin artmasiyla,
anodik pik akiminin, derisim ile tarama hizinin karekokiiniin ¢arpimina oraninin
(ip‘k/Cvllz) 0,8 Vs tarama hizi degerine kadar dogrusal olarak arttigi ve daha sonra
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.36). Elde edilen tiim deneysel sonuglardan, camsi karbon
yiizeyinde MKB i¢in gdzlenen elektrokimyasal yiikseltgenme olaylarinin tersinmez ve

adsorpsiyon kontrollii olabilecegi kanaatine varilmistir.

0.20 0.6 0.3
A B C
5 F Xl

& 0,15 . a 04 b k; 02 F Q“.’
., & e
* 0,10 . = .y “ ~
005 * e 502 teet = 0.1 R

0.00 L . 0.0 ! . 0.0 ! .

0 20 40 60 80 co 04 08 12 o0 04 08 12
Cuss, uM v, Vis v, Vis

Sekil 4.36 MKB’nin elektrokimyasal davranigina adsorpsiyonun etkisi: (A) ipx/C
oraninin MKB derisimi, (B) ip«/Cv oraninin tarama hizi, (C) ip,k/Cvl/2
oraninin tarama hizi ile degisimi (CE: CKE, Cukg = 13,6 uM, pH: 6,0 BR)

Tarama hizinin pik akimina etkisinin yani sira, pik potansiyeline etkisi de arastirilmistir.
Ters taramada herhangi bir ylikseltgenme pikinin gdzlenmemesi ve tarama hizinin
artmasiyla pik potansiyelinin daha pozitif degerlere kaymasi (Sekil 4.35) MKB
molekiillerinin cams1 karbon yiizeyinde yiikseltgenmesinin tersinmez oldugunu
dogrulamistir. Tersinmez sistemler i¢in anodik pik potansiyelinin (Epa) tarama hizinin
logaritmasi1 (log V) ile dogrusal degisiminin egiminin R7/nfF degerine esit oldugu
bilinmektedir (Brett ve Brett 1994). Buna gore, olusturulan E, , — log v grafiginden elde
edilen dogrusal degisim i¢in Epa (V) = 0,07 logv (log Vs1) + 0,97; R? = 0,9961
denklemi elde edilmis (Sekil 4.32, i¢ grafik D) ve nf degeri 0,4 olarak hesaplanmistir.
Ayrica, nf carpimi, doniisiimlii voltametride yapilan tarama hizi ¢alismasindan elde

edilen voltamogramdaki yari pik genisligi dikkate alinarak da bulunmustur. Tersinmez
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elektrokimyasal tepkimelerde yari-pik genisliginin (Wy) 62,4/nf degerine esit oldugu
bilinmektedir (Scholz vd. 2010). Yaklasik 133,0 mV olarak hesaplanan yar1t pik
genisliginden ng degeri 0,47 olarak elde edilmistir. S degerinin 0-1 arasinda degistigi ve
pek cok elektrokimyasal yiikseltgenme tepkimesinde bu degerin yaklasik 0,5 oldugu
bilindiginden, MKB’nin yiikseltgenmesinde aktarilan elektron sayisinin 2 oldugu

varsayilmistir.

Simdiye kadar elde edilen bulgular birlestirildiginde ve MKB’nin kimyasal yapisi
incelendiginde, CKE yiizeyinde MKB’nin elektrokimyasal yiikseltgenmesinin 2 proton
2 elektron aktarimi ile tersinmez olduguna ve indirgenme tepkimesinin adsorpsiyon
kontrollii olarak gergeklestigine sonucuna varilmistir. Biitiin bu degerlendirmelerden,
MKB’nin CKE yiizeyindeki yiikseltgenmesi i¢in asagidaki olasi elektrot tepkime

mekanizmasinin asagidaki gibi olabilecegi diisiiniilmiistir.

o o o

O
N/"‘\,-—N NJ}‘VN\)
o H — +2H" + 2¢

Sekil 4.37 MKB molekiillerinin CKE yiizeyinde gerceklesen elektroyiikseltgenme
tepkimesi i¢in Oonerilen mekanizma

Ayrica, MKB ig¢in difiizyon katsayisi (D) ve yiizey kaplama katsayis1 (/) degerleri
hesaplanmistir. Dontlistimlii voltametri verileri ve Esitlik 4.3 kullanilarak MKB i¢in

diflizyon katsayis1 2,0 x 10® cm? s olarak bulunmustur.

Yiizey kaplama katsayisinin hesaplanmasi i¢in Esitlik 3.13 kullanilmis ve ylizey
kaplama katsayis1 6,8 x 10 mol cm™ olarak tespit edilmistir. Buradan, adsorplanan her
MKB molekiiliinin kiiresel oldugu ve ylizeye tek tabaka halinde adsorplandigi

diisiiiliirse, elektrot yiizeyinde 2,4 nm? alan kapladig1 sdylenebilir.
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4.2.2. MKB tayini icin voltametrik yontemler

MKB’nin elektrokimyasal davranis1 Bolim 4.2.1°de verilmistir. Bu veriler, s6z konusu
ilag etken maddenin nicel tayini i¢in voltametrik yontem gelistirilebilecegini
gostermistir. ' Yontem gelistirme calismalarinda, bu maddelere ait iyi tanimlanmis
piklerden ve BOolim 4.2.1°deki optimum deneysel kosullardan yararlanilmistir.
Gelistirilen her bir yontemin ilaglarin kalite kontroliine uygulanabilirligi ile serum
ve/veya idrarda tayinine uygunlugu test edilmistir. Asagida gelistirilen yontemler ve
sonuglart aciklanip irdelenmistir. Gelistirilen yontemler, Bolim 3.10°da belirtilen

validasyon parametreleri dikkate alinarak valide edilmistir.

MKB’nin elektrokimyasal davranist BR tamponu kullanilarak incelenmisti. Ydntem
gelistirme calismalarinda bu tampon ¢ozelti ortaminda yapilan deneyler gelistirilecek
yontemler i¢in uygun olmadigi goriilmiis; bu nedenle amonyak/amonyum kloriir
tamponu ortaminda c¢aligmalar  gergeklestirilmistir. Bu amagla, MKB’nin
amonyak/amonyum Kkloriir ortaminda pH 8,5’da ADCE kullanilarak elde edilen
voltamograminda goriilen indirgenmeye ait pik akimmimn MKB derisimi ile dogrusal
olarak degistigi belirlenmistir. Bundan yararlanarak, ADCE’de MKB’nin nicel tayini
icin DPV ve KDV yontemlerinin gelistirilmesinin uygun olabilecegi diistiniilmiistiir.
Yontem gelistirme calismalarinda, s6z konusu voltametrik yontemlerin dogrudan
uygulanmasi1 ve adsorptif siyirma basamaklarinin kullanilmasi ile dort ayr1 yontem
gelistirilmistir. Bu c¢aligmalarda, Oncelikle uygun derisimde MKB c¢ozeltileri

kullanilarak optimizasyon c¢alismas1 yapilmis ve elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir:
= Destek elektrolit cinsi ve derisimi: 1,2 M NH3/NH,CI
= pH:85

»  Yéntem degiskenleri:
- Optimum parametreler 3,0 uM MKB ¢ozeltisi i¢cin KDV yonteminde E,
=2mV, E, =65 mV, f =25 Hz olarak; DPV’de ise Es = 5 mV, E, =50
mV, E,, = 60 ms ve E; = 200 ms olarak belirlenmistir.

Adsorptif siyirma yontemlerinde, dogrudan voltametrik yontemlerdeki

parametrelere ek olarak biriktirme potansiyeli ve biriktirme siiresinin de
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optimizasyonu yapilmis ve KDKAdSV igin optimum biriktirme

potansiyeli —0,55 V ve biriktirme siiresi 30 s (Sekil 4.38), DPKAdSV

icin ise sirasiyla —0,65 V ve 60 s (Sekil 4.39) olarak belirlenmistir.

Alam, pA

[

-

=
i

A

0.00 L

00 02
Biriktirme potansiyveli, V

0.4

0.6

Alam, pA

0.00
0.0

1200

1800

Biriktirme siiresi,s

Sekil 4.38 KDKAdASV yonteminde (A) biriktirme potansiyelinin ve (B) biriktirme

Alam, pA

siiresinin pik akimima etkisi (CE: ADCE, Cwmks: 0,14 puM, pH 8,5
NH3/NH,CI)

0,03 0,03
002 + #7 MRS - < 001 ¢ .
= 4-.._*“
001 % * g 001 } K
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D}DD i i i i |:|=_|:||:| I 1
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Biriktirme potansiveli, V Birilktirme siiresi,s

Sekil 4.39 DPKAASV yonteminde (A) biriktirme potansiyelinin ve (B) biriktirme

siiresinin pik akimima etkisi (CE: ADCE, Cwks: 0,14 uM, pH 8,5
NH3/NH,CI)

Belirlenen optimum kosullarda s6z konusu dort yontem igin ¢esitli derisimlerde MKB

iceren ¢oOzeltilerin voltamogramlari alinmig ve bu voltamogramlar Sekil 4.40 (KDV

icin), Sekil 4.41 (KDKAASV ig¢in), Sekil 4.42 (DPV igin) ve Sekil 4.43°de (DPKAISV

i¢cin) verilmistir. Bu voltamogramlardaki cesitli derisimler icin, ortalama pik akimlari

derisime

kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrular1 olusturulmus ve her bir yontem

icin olusturulan bu dogrular, ilgili sekillerde i¢ grafik olarak verilmistir.
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Sekil 4.40 KDV voltamogramlarina MKB derigsiminin etkisi (i¢ grafik: pik akiminin
(ip) MKB derisimi (Cukg) ile degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 441 KDKAdASV voltamogramlarina MKB derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik
akiminin (ip) MKB derisimi (Cukg) ile degisimi, CE: ADCE, Eyr.: —0,55 V,
toir: 30 S)
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Sekil 4.42 DPV voltamogramlarina MKB derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik akimiin (ip)
MKB derisimi (Cykg) ile degisimi, CE: ADCE)
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Sekil 4.43 DPKAdSV voltamogramlarina MKB derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik
akiminin (ip) MKB derisimi (Cukg) ile degisimi, CE: ADCE, Eyr.: —0,65 V,
toir: 60 S)
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MKB’nin indirgenmesine dayanan nicel tayin yontemi gelistirme ¢aligsmalarinda, elde

edilen kalibrasyon verilerinin en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirmesi ile bazi

parametreler hesaplanmis ve bunlar Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 MKB tayini i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin en kiiciik kareler

yontemi  kullanilarak  degerlendirilmesiyle  hesaplanan  regresyon

parametreleri
Parametre KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Dogrusal ¢aligma araligi, pM 15-150 | 0,01-0,45 | 2,3-150 | 0,05-0,45
Regresyon esitliginin egimi (m), pA/uM 0,095 2,14 0,011 0,103
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,061 0,12 0,006 0,009
Egimin standart sapmast (Sp,), pA/uM 0,003 0,008 0,001 0,004
Kesim noktasinin standart sapmasi (Sp), LA 0,027 0,006 0,005 0,001
Regresyon katsayisi (RZ) 0,9926 0,9934 0,9875 0,9957
Gozlenebilme sinirt (LOD), pM 0,853 0,008 1,364 0,029
Alt tayin smir1 (LOQ), uM 2,842 0,028 4,545 0,097
Giin-igi akim tekrarlanabilirligi (% BSS) " 2,3 4,5 2,7 54
Giinler-arast akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ™ 4.8 6,1 54 6,7
Giin-i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 1,7 2,3 15 2,1
Gtlinler-aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) o 3,2 3,3 2,7 3,7

“Aymi ¢ozelti kullanilarak ayni giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin

**Ayni sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 él¢iim degeri igin

MKB i¢in, ADCE kullanilarak voltametrik tayin yontemi gelistirme ¢alismalarinda;

= ortalama pik akiminin MKB derigimi ile dogrusal degistigi,

= regresyon katsayisimn (R?) 0,99’dan biiyiik oldugu,

» yontemlerin kesinliklerinin (pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-

aras1 tekrarlanabilirliklerinin) oldukea 1yi oldugu

goriilmistiir. Ayrica, gelistirilen dort yontemin de MKB tayini i¢in uygun oldugu ve;

107




= dogrudan voltametrik yontemlerin dogrusal ¢alisma araliklart KDV igin 1,5x107°
M (0,40 pg mL™) - 1,5%x10° M (4,03 ug mL™), DPV igin 2,3x10° M (0,62 pg
mL™) - 1,5x10° M (4,03 pg mL™) seklinde oldugu,

= adsorptif siyirma yoOntemlerinin dogrudan voltametrik yontemlere goére daha
diisiik derisim araliginda dogrusal ve dogrusal calisma araliginin KDKAdSV
icin 1,0x10® M (2,69 ng mL™) - 4,5x107 M (120,0 ng mL™), DPKAdSV i¢in
5,0x10° M (13,44 ng mL™) - 4,5x107 M (120,0 ng mL™) seklinde oldugu,

= kalibrasyon dogrularinin egimleri karsilastirildiginda, kare dalga voltametrinin
diferansiyel puls voltametriye gore daha duyarl oldugu,

» ilag gelistirme ve kalite kontrolii gibi goreceli olarak daha yiiksek derisimlerde
MKB igerdigi bilinen numunelerin analizi i¢in dogrudan voltametrik
yontemlerin uygun olabilecegi,

= idrar, serum ve plazma gibi eser miktarda MKB igeren biyolojik numunelerde
ise adsorptif styirma yontemlerinin uygun olabilecegi

sonucuna varilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak;

» MKB’nin tedavi edici derisim araligmin 300,0 - 1000,0 ng mL™ (Baumann vd.
2004, Laux vd. 2007) oldugu ve uygulanan giinliik dozun (2 x 150 mg) %
0,5’den daha az kisminin idrarla degismeden viicuttan atildigi (Jauch vd. 1990,
Nair vd. 1993) bilgileri de goz oniine alindiginda, gelistirilen voltametrik
yontemlerden KDKAdSV ve DPKAdASV yontemlerinin serum numunelerindeki
MKB tayinine; dogrudan ve siyirma voltametrik yontemlerin ise ilag

numunelerinde MKB tayinine uygulanabilecegi sonucuna varilmistir.

Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak gelistirilen yontemlerin piyasada bulunan ilaglarda
ve serum numunelerinde MKB tayini i¢in uygulamasi yapilmistir. Bu amagla, tablet ve

serum numuneleri Boliim 3.6 ve 3.7°de anlatildig: sekilde analize hazirlanmistir.

Tabletlerde ilag etken maddesi analizlerinde numune matriksinin yontem performansina
anlamli bir etkisinin olup olmadigimi belirlemek ig¢in, KDV, DPV, KDKAdSV ve
DPKAdSV yontemlerinde standart katma yontemi ile kalibrasyon grafikleri de
olusturulmus ve KDKAdSV ve DPKAASV i¢in elde edilen egriler Sekil 4.44’de

verilmistir. Sekil 4.41 ve 4.43’de i¢ grafik olarak verilen kalibrasyon dogrularinin
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egimleri (KDKAASV i¢in 2,14 ve DPKAdASV igin 0,103) ile standart katma yapilarak
olusturulan ve Sekil 4.44°de verilen kalibrasyon grafiklerinin egimleri (KDKAdSV igin
2,03 ve DPKAASYV i¢in 0,087) karsilastirildiginda, egimler arasinda anlamli bir farkin;
yani tabletlerde kullanilan destek ve katki maddelerinin gelistirilen y6ntemlerin
performansina etkisinin hemen hemen olmadigi belirlenmistir. Benzer sonuglar, KDV
ve DPV yontemlerinde de elde edilmistir. Ancak, ilaglarda yapilan nicel analizler hem

dogrudan kalibrasyon yontemi hem de standart katma yontemi kullanilarak yapilmistir.

1.0 : 0.06 ;
i, (BA) = 2,03 Cyaz (M) + 0,37 | i (pA)=0.087 Crgep (uM)+ 0022
08 | R:=0,9078 005 r RI=(,9959
06 004 |
< 06 ¢ -
= < 003 |
204 | o5
002 |+
0.1 1 0,01 |
B
00 L ! 1 0,00 1 I
0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 04 0.2 0.0 02 04
Eklenen MKR (uM) Eklenen MER (uM)

Sekil 4.44 MKB tayini i¢in standart katma kalibrasyon grafikleri: (A) KDKAdSV ve
(B) DPKAASV (CE: ADCE, pH: 8,5 NH3/NH,4CI. Her bir veri ayr1 ayri elde
edilen 5 kalibrasyon egrisi i¢in ortalama deger olup hata ¢ubuklar ile
birlikte verilmistir.)

Bu amagla, NH3/NH,4Cl tamponuna tablet ¢ozeltisi eklenip (Bolim 3.6) optimum
kosullarda KD, KDKAdS, DP ve DPKAAS voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.45
ve 4.46).
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Sekil 4.45 MKB igeren tablet ¢ozeltilerinin voltamogramlarinin derisimle degisimi:
(A) KDV ve (B) KDKAdSV (CE: ADCE, pH: 8,5 NH3/NH,4CI)
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Sekil 4.46 MKB igeren tablet ¢ozeltilerinin voltamogramlarinin derisimle degisimi:
(A) DPV ve (B) DPKAASV (CE: ADCE, pH: 8,5 NH3/NH,CI)

S6z konusu voltamogramlar incelendiginde, tabletlerde bulunan MKB’nin standart
MKB ile hemen hemen ayni potansiyelde bir indirgenme piki verdigi ve bu pikin
akiminin eklenen tablet ¢ozeltisindeki MKB derisimi ile degistigi goriilmiistiir. Ayrica,
bu potansiyel bolgesinde MKB’nin indirgenme pikine girisim etkisi yapabilecek
herhangi bir pikin gozlenmemesi, tabletlerde kullanilan koruyucu ve destek
maddelerinin bozucu bir etkiye sahip olmadig1 seklinde degerlendirilmistir. Bu
voltamogramlardan elde edilen pik akimi degerlerinden ve olusturulan kalibrasyon
grafiklerinden dogrudan etken madde derisimleri hesaplanmistir. Ayrica, bu ¢ozeltilere

standart etken madde c¢ozeltilerinden eklenerek olusturulan standart katma
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grafiklerinden de tabletteki etken madde miktarlart bulunmustur. Her iki yontemle

hesaplanan etken madde derisimlerinden yararlanarak % geri kazanim degerleri

bulunmus ve tiim sonuglar Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11’°de verilmistir.

Cizelge 4.10 Dért farkli voltametrik yontemle Aurorix® tabletlerinde MKB tayininde
dogrudan kalibrasyon yontemiyle elde edilen sonuglar

Yontem KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Beyan edilen MKB miktar1, mg 150,0 150,0 150,0 150,0
152,76 £ 191 | 147,09 £1,14 | 149,67 £0,81 | 144,03 £1,10
147,81 +£1,64 | 144,01 £1,06 | 151,16 £1,32 | 150,34 £0,67
Bulunan MKB miktari’, mg 149,19+ 0,86 | 144,12+0,47 | 147,40+ 1,11 | 147,94 + 0,89
151,45+1,60 | 151,90+0,68 | 150,92 +1,99 | 145,26 + 0,47
149,23 £ 0,45 | 153,57+0,44 | 145,57 +0,88 | 151,49 + 0,58
Geri kazanim degeri*, % 100,1 £ 1,5 98,8 +3,4 99,3 +1,8 102,2+29
% BSS™ 1,3 3,0 1,6 2,4

“ortalama + ts\N, %95 (N=3) giiven seviyesinde

" Hesaplanan geri kazamm degerleri icin bagil standart sapma

Cizelge 4.11 Dort farkli voltametrik yontemle Aurorix® tabletlerinde MKB tayininde
standart katma yontemiyle elde edilen sonuglar®

Yontem KDV KDKAdSV DPV DPKAdSV
Beyan edilen MKB miktari, mg 150,0 150,0 150,0 150,0
148,04 4,05 | 151,09 6,74 | 148,43 +2,77 | 146,94 +3,03
151,85 5,64 | 145,95+4.42 | 149,60 + 1,66 | 147,12 +2,58
Bulunan MKB miktari”, mg 146,52 +4,45 | 143,04 +4,70 | 150,63 1,57 | 144,44 + 2,04
149,03 +3,10 | 153,00 +2,59 | 152,52 +4,33 | 150,25 +4,18
150,64 +2,47 | 149,66 +3,92 | 151,98 +2,84 | 143,88 +2,87
Geri kazanim degeri”, % 99,48+ 1,6 99,0+3.,1 100,4 + 1,3 97,7+ 1,9
% BSS™ 1,4 2,7 1,1 1,7

“ortalama + ts/NN, %95 (N=35) giiven seviyesinde
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma
®Bu calismalarBR tamponunda yapilmistir

111




Cizelgeler incelendiginde, dogrudan kalibrasyon ve standart katma ydntemi ile,
gelistirilen dort yontem kullanilarak hesaplanan geri kazanim degerlerinin yaklasik %
100 oldugu; bagil standart sapma degerlerinin ise % 3’den kiigiik oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, gelistirilen yontemlerin ilaglardaki etken madde tayinine yiiksek bir
dogruluk ve kesinlikle uygulanabilecegi sdylenebilir. Ayrica, dogrudan kalibrasyon ve
standart katma yontemiyle elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigindan,
cok sayida numune analizleneceginde dogrudan kalibrasyon yonteminin kullanilmasinin

uygun olacag diisiiniilmiistiir.

MKB’nin serum ve idrar numunelerinde tayin edilip edilemeyecegi de arastirilmistir.
Bu amagla serum ve idrar numunelerine standart MKB veya tablet ¢ozeltileri eklenmis
ve serumda proteinler ¢oktiiriilmistiir. Bu eklemeler fizyolojik ortamda bulunabilecek

miktarlar dikkate alinarak yapilmistir.

Serum numuneleri kullanilarak yapilan analizlerde, etken madde igeren numunelerin
KDKAdS ve DPKAdS voltamogramlart alinmigtir. Ayni miktarda etken madde
NH3/NH4Cl tamponuna katildiginda elde edilen voltamogramlarda bir indirgenme
pikine rastlanmasina ragmen, serum iceren numunelerde herhangi bir pike
rastlanmamistir. Serum numunelerinde herhangi bir pike rastlanmamasinin nedeni,
serum ortamina eklenen MKB’nin proteinlere kuvvetle baglanmasindan ve dolayisiyla
bu aralikta elektroaktivitesini kaybetmesinden kaynaklandigi sdylenebilir. Bu varsayimi
desteklemek i¢in, etken madde katilmamis serum numunelerinde proteinler ¢oktiirtilmiis
ve sonra etken madde eklenerek voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 4.47). Sekilden
de goriildiigii gibi, bu durumda MKB’ye ait bir indirgenme piki elde edilmis ve pik
akiminin ilgili kalibrasyon esitliginde degerlendirilmesi sonucu % geri kazanim degeri
101,2 = 4,9 (N=5) olarak hesaplanmistir. Proteinsiz serum numunelerinde hesaplanan
yiiksek geri kazanim degerlerine karsilik ilag eklendikten sonra proteinleri ¢oktiiriilen
veya proteinli hali ile yapilan uygulamalarda MKB’ye ait pikin gézlenmemesi serum
proteinlerinin MKB’nin elektrokimyasal aktifligini engelleyecek sekilde davrandigi

varsayimi desteklenmistir.
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Sekil 4.47 (a) Proteini ¢Oktiiriildiikten sonra etken madde eklenen, (b) proteini
coktiiriilmeden etken madde eklenen ve sonra proteini ¢oktiiriilen serum
numunesinin KDKAJS voltamogrami (CE: ADCE, Cuykg= 0,11 uM, pH 8.5
NH3/NH,4CI)

Literatiirde benzer durumlar i¢in yapilan ¢alismalarda, benzer sonuglarla karsilasildigi
rapor edilmistir (Fotouhi vd. 2009, Cai vd. 2010, Collins vd. 2010, Bi vd. 2011,
Ozdemir vd. 2011, Wei vd. 2011). RBK’ya benzer sekilde yapilan bu ¢alismada da
insan serumu albiiminine (HSA) yapisal benzerliginden dolayr bovin (sigir) serum
albiimin (BSA) kullanilarak MKB’nin elektroaktivitesinin protein ortaminda azalip
azalmadig1 incelenmistir. Bu amacla MKB iceren cozeltilere artan derisimlerde BSA
¢ozeltileri katilmig, siyirma voltamogramlari kaydedilmis ve Sekil 4.48’de KDKAdS

voltamogramlar: verilmistir.
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Sekil 4.48 KDKAdSV yonteminde MKB’nin pik akimima BSA’nin etkisi. BSA
derisimleri (a) 0 (b) 8,8 nM (¢) 17,5 nM (d) 22,0 nM (CE: ADCE, Cykg =
40,0 nM, pH 8,5 NH3/NH4CI)

Sekilden de goriildiigii gibi, MKB’nin pik akimi ¢ozeltiye BSA eklendikce
azalmaktadir. Bu degerlendirmelerden, MKB’nin plazma proteinlerine baglandigi,
proteinle etkilestikten sonra elektroaktivitesini kaybettigi ve bu etkilesimden dolayi

serum ortaminda MKB’nin nicel tayininin yapilamayacagi sonucuna varilmistir.

MKB i¢in yapilan elektrokimyasal davranis inceleme ¢aligmalarindan, MKB’nin ADCE
yaninda CKE yiizeyinde de elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu bilinmektedir. Sekil
4.34 incelendiginde, MKB’nin CKE yiizeyinde pH 6,0’da en yiiksek pik akimi
olusturacak sekilde yiikseltgenme piki verdigi ve bu pikin akimmin MKB derisimi ile
dogrusal olarak degistigi (Sekil 4.34) belirlenmisti. Bu nedenle, MKB’nin nicel tayini
icin bu yikseltgenme pikinden yararlanarak ¢esitli voltametrik yoOntemlerin
gelistirilebilecegi  diigliniilmistiir. Ancak, MKB’nin CKE’de yapilan gerek
optimizasyon; gerekse yontem gelistirme ¢alismalarinda sadece KDV yonteminde elde

edilen parametrelerin tayin yontemi gelistirmeye uygun oldugu gorilmiistiir. Bu
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yontemde yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda elde edilen optimum parametreler
asagida verilmistir:

= Destek elektrolit cinsi ve derisimi: 0,04 M BR

= pH:6,0

*  Yontem degiskenleri: Ea =4 mV, E, =25 mV, f=15Hz

Belirlenen optimum kosullarda s6z konusu tayin yontemi igin, ¢esitli derisimlerde MKB

80
30
| ip{pA)=0.06 Crprp (M) 0.16
23T RZ=0,9985
20 + }
-3 30,4 M
6.0 115t { A pl
= 22.8 1M
10 | & 152 1M
gi 114 M
7.6 M
3.8 uM

Akim, pA

0:0 i i i i i i i
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Potansivel, V (Ag/AgCl 3 M KCl've gire)

Sekil 4.49 KDV voltamogramlarina MKB derisiminin etkisi (i¢ grafik: pik akiminin
(ip) MKB derisimi (Cukg) ile degisimi, CE: CKE)

igeren ¢ozeltilerin KDV voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.49°da
verilmistir. Her bir deney 5 kez tekrarlanmis olup ortalama pik akimlari derisime kars1
grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu olusturulmus ve Sekil 4.49°da i¢ grafik olarak
gosterilmigtir.  Bu  kalibrasyon  grafiklerinin  en kiigiik kareler ydntemiyle
degerlendirilmesi ile bazi validasyon parametreleri hesaplanmis ve bu parametreler

Cizelge 4.12°de verilmistir.

115



Cizelge 4.12 MKB tayini i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerinin en kiiclik kareler

yontemi  kullanilarak  degerlendirilmesiyle hesaplanan

parametreleri
Parametre KDV
Dogrusal ¢aligma araligi, uM 3,8-30/4
Regresyon esitliginin egimi (m), pA/uM 0,06
Regresyon esitliginin kesim noktasi (b), pA 0,16
Egimin standart sapmast (Sp), pA/uM 0,001
Kesim noktasinin standart sapmasi (Sp), HA 0,026
Regresyon katsayisi (R?) 0,9985
Gozlenebilme sinir1 (LOD), uM 1,3
Alt tayin sinir1 (LOQ), uM 4,3
Giin-i¢i akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 5,4
Giinler-arasi akim tekrarlanabilirligi (% BSS) ™ 6,3
Giin-i¢i potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) ~ 2,5
Giinler-aras1 potansiyel tekrarlanabilirligi (% BSS) 4,2

“Aymi ¢ozelti kullanilarak ayn giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin

regresyon

“Aymi sekilde hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak 5 farkl giinde yapilan 5 6l¢iim degeri icin

Sekil 4.49 ve Cizelge 4.12 incelendiginde, MKB’nin yiikseltgenmesine dayanarak

gelistirilen KDV yonteminde;

regresyon katsayisinin (Rz) 0,99’dan biiyiik oldugu,

oldukca iyi oldugu

gorilmiistiir.

ortalama pik akiminin MKB derisimi ile dogrusal degistigi,

pik akimi ve pik potansiyelinin giin-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirliklerinin

Ayrica, gelistirilen KDV yonteminin MKB tayini i¢in uygun ve dogrusal ¢aligma
araliginin 3,8x10° M (1,02 ug mL? - 3,0x10° M (8,06 ng mL™) oldugu sonucuna

varilmistir. Ancak; gelistirilen KDV yonteminin elde edilen dogrusal ¢alisma araliginin

sadece tablet numunelerindeki MKB’nin tayinine yeterli oldugu, serum ve idrar gibi

eser miktarda MKB i¢eren numunelere bir 6n deristirme yapilmadan uygulanamayacagi

gorilmiistiir.
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Biitiin bu bulgulardan yararlanilarak, gelistirilen KDV yontemi ile piyasadaki mevcut
ilaglarda MKB tayini yapilmistir. Tayin ¢alismasinda kullanilan numune c¢ozeltileri,
Boliim 3.6°da belirtildigi sekilde hazirlanmis ve bu tablet ¢ozeltilerinin KDV yontemi

kullanilarak voltamogramlar1 alinmis ve bu voltamogramlar Sekil 4.50’de verilmistir.

7.0
6.0
5.0
.

< 40
; 3.0
2.0
1.0 +
I:]=|:| 1 1 1 1 1

06 0,7 08 095 10 11 12
Potansiyel, V

Sekil 450 MKB igeren tablet c¢ozeltilerinin KDV voltamogramlarinin derisimle
degisimi (CE: CKE, pH: 6,0 BR)

Sekil 4.50’deki voltamogramlar incelendiginde, MKB’nin CKE yiizeyindeki
yiikseltgenme pikinin tablet numunelerinde de belirgin bir sekilde gdzlendigi ve pik
akiminin eklenen tablet ¢ozeltisindeki MKB derisimi ile degistigi goriilmiistiir. Ayrica,
tablet numunelerinde bulunan katki maddelerinin MKB’nin yiikseltgenme piki
bolgesinde herhangi bir pik vermemesi, bu katkilarin MKB tayininde girisim etkisi
yapmayacagi sonucunu dogurmustur. Bu amagcla, hem dogrudan kalibrasyon hem de
standart katma grafikleri olusturulmus ve elde edilen grafiklerin egimlerinin yaklasik
aynt olmast da ortamda bulunan katki maddelerinin bozucu etki yapmadigim
gostermistir. Biitlin bu bulgular, gelistirilen yontemin ilaglarda etken madde tayinine
uygulanabilecegini  ve dogrudan kalibrasyon yonteminin kullanilabilecegini
gostermistir. Ancak, bu calismada her iki kalibrasyon yontemiyle de tayin yapilmis ve
% geri kazanim degerleri belirlenmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar Cizelge
4.13°de verilmistir. Cizelge incelendiginde, gelistirilen KDV yoOntemiyle tablet

numuneleri ig¢in hesaplanan geri kazanim degerinin yaklasik % 100; bagil standart
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sapma degerinin ise % 3’den kiigiik oldugu bulunmustur. Gelistirilen KDV y6nteminin,

MKB igeren ilaglarin kalite kontroliinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi sonucu

¢ikarilabilir.

Cizelge 413 KDV yontemiyle Aurorix” tabletlerinde MKB tayininde dogrudan
kalibrasyon ve standart katma ile elde edilen sonuglar

Yontem KDYV, dogrudan kalibrasyon | KDV, standart katma

Beyan edilen MKB miktari, mg 150,0 150,0
151,0 £ 6,4 148,3 + 4,6
153,0+7,2 146,4 + 3,6

Bulunan MKB miktar1’, mg 1478 5,0 152,5+2.4
146,6 + 3,0 151,8+ 1,5
154,7+9,4 147,1 £5,8

Geri kazanim degeri*, % 100,4 £2,6 99,47 +£2,1

% BSS™ 2,3 1,9

“ortalama + ts/NN (N=5),%95 giiven seviyesinde
Hesaplanan geri kazanim degerleri icin bagil standart sapma

MKB’nin hem indirgenmesi hem de yiikseltgenmesi i¢in gelistirilen yontemler,
literatiirde ayn1 madde i¢in gelistirilen yontemler ile karsilagtirilarak ydntemlerin
dogrulugu ve kesinligi arasinda anlamli bir farkin olup olmadigi arastirilmistir. Bu
amagla, yontemlerin dogruluklart % 95 giiven seviyesinde t testi; kesinlikleri ise, F testi
uygulamalar1 yapilarak karsilastirilmistir (Skoog 2004). Gelistirilen voltametrik
yontemlerin tablet ila¢ formlarima uygulanmasiyla elde edilen sonuglar, Vujic ve
arkadaglar1 (2009) tarafindan gelistirilen HPLC yonteminin uygulama sonuglart ile
karsilastirilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmis ve hesaplanan t
ve F degerleri Cizelge 4.14’de verilmistir. Cizelge 4.14 incelendiginde, yontemler

arasinda anlamli bir fark olmadig1 sonucuna ulagilmistir.
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Cizelge 4.14 Aurorix® tabletlerinde MKB tayini icin gelistirilen voltametrik
yontemlerin HPLC yontemi ile istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Voem | Sl | ggass | | Mespenn | e

HPLC 102,0 1,46 10
KDV apce-de 100,1 1,3 10 1,70 1,27
KDKAASV apc e 98,8 3,0 10 1,74 0,26
DPV apce-de 99,3 1,6 10 1,33 0,87
DPAASV apcr e 102,2 2,4 10 0,12 0,36
KDV ke de 100,4 2,3 10 1,03 0,42
Teorik degerler” 2,10 2,71

* % 95 giiven seviyesinde (Giindiiz 1997)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda antidepresan etkiye sahip ila¢ etken maddeler olan reboksetin
metansiilfonat (RBK) ve moklobemidin (MKB) voltametrik yontemler kullanilarak
elektrokimyasal davraniglari ilk kez incelenmis ve olasi elektrot tepkime mekanizmalari
Onerilmistir. Ayrica, s6z konusu iki ila¢ etken maddesinin ¢esitli ortamlarda nicel tayini
igin voltametrik yontemler gelistirilmis, elde edilen sonuglar ve bazi 6neriler asagida

verilmistir.

Calismaya konu olan ila¢ etken maddelerinin asili damla civa elektrot (ADCE)
yiizeyinde indirgendigi, camsi karbon elektrot yiizeyinde (CKE) ise ylikseltgendigi
belirlenmis, olas1 tepkime mekanizmasi Onerilmistir. RBK’nin ADCE yiizeyindeki
indirgenmesinin, 3 proton/2 elektron aktarimiyla tersinir, adsorpsiyon kontrollii bir
mekanizmayla; CKE yiizeyinde yiikseltgenmesinin ise 1 proton/l elektron aktarimi ile
tersinmez, difiizyon kontrollii bir mekanizma ile gerceklestigi belirlenmistir. MKB’nin
ise ADCE yiizeyinde, Katalitik etkinin s6z konusu oldugu, tersinir adsorpsiyon kontrollii
bir mekanizma ile indirgendigi; CKE yiizeyinde ise tersinmez adsorpsiyon kontrollii bir
mekanizma ile 2 proton/2 elektron aktarimi Sonucu yiikseltgendigi belirlenmistir.
Elektrokimyasal ve biyolojik tepkimeler arasindaki benzerlikten dolayi, literatiirde
elektrot yiizeyinde gerceklesen indirgenme/ylikseltgenme mekanizmalar1 ile canli
biinyesinde gerceklesen etki mekanizmalarin  benzer prensipler {izerinden
yiiriiyebilecegi belirtilmektedir (La-Scalea vd. 2002, Rauf vd. 2005, Wang vd. 2006).
Bu nedenle, MKB ve RBK’min etki mekanizmalar1 ile elektrokimyasal

indirgenme/ylikseltgenme davraniglar: arasinda iligki kurmak miimkiin olabilir.

Son yillarda ¢esitli molekiillerin elektrokimyasal davranislar1 belirlenirken, daha olasi
mekanizma Onerebilmek i¢in molekiille ilgili ¢esitli teorik hesaplamalarin yapildig
goriilmektedir. Bu sekilde yapilan molekiil modelleme ¢alismalarinda, HOMO/LUMO
enerji ve orbital semalari, molekiiler elektrostatik enerji haritas1 ve geometri
optimizasyonu gibi bazi 6zellikler incelenmektedir (La-Scalea vd. 2006, Song 2007,
Paula vd. 2010, Zhang vd. 2010). Dolayisiyla, bu g¢alismanin devami olarak, tez
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kapsaminda incelenen etken maddelerin molekiil modelleme c¢aligmalarinin yapilmast

ve Onerilen elektrot tepkime mekanizmalarinin desteklenmesi yararli olacaktir.

RBK ve MKB’nin tayini i¢in ¢esitli voltametrik yontemler gelistirilmis ve bu
yontemlerin analitik uygulamalar1 yapilmistir. MKB ve RBK tayini i¢in ADCE
kullanilarak KDV, KDKAdSV, DPV ve DPKAdASV yontemleri; CKE kullanilarak ise,
sadece KDV yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda, ilag dozaj formlar1 gibi yiiksek derisimde etken madde igeren numunelerin
analizinde, gelistirilen dogrudan voltametrik yontemlerin kullanilabilecegi; serum,
plazma ve idrar gibi eser miktarda etken madde igeren numunelerin analizinde ise

gelistirilen adsorptif styirma yontemlerinin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

RBK ve MKB ile ilgili literatiir arastirmalarinda, s6z konusu etken maddelerin nicel
tayinleri i¢in agirlikli olarak g¢esitli kromatografik ve baz1 spektrofotometrik
yontemlerin gelistirildigi goriilmiistlir. Bu ¢alismalar Cizelge 5.1 ve 5.2°de verilmistir.
Biitiin bu c¢alismalarda, serum ve plazma numunelerinde etken maddelerin tayin
edilebilmesi icin kat1 faz Oziitleme yontemi gibi cesitli 6n deristirme yoOntemleri
uygulanarak numunedeki ila¢ derisimi yontemin dogrusal calisma aralifina gelecek
sekilde arttirllmistir. Bu tez calismasinda gelistirilen adsorptif siyirma yontemleri her iki
ilag etken maddesinin fizyolojik ortamdaki derisimlerinin tayin edilebilecegi aralikta
olmasia ragmen, RBK ve MKB’nin serum proteinlerine kuvvetle baglanmasi ve soz
konusu bagli molekiillerin voltametrik bir sinyal vermemesi nedeniyle serum ortaminda
tayinleri gergeklestirilememistir. Ileride, bu ila¢ etken maddelerin proteinden ayrilmasi
igin basit bir on islemin gelistirilmesi veya bagli ilaglarin elektroaktiviteye sahip oldugu

bir elektrot yiizeyinin gelistirilmesi diistiniilmektedir.

Elde edilen veriler sonucunda, RBK ve MKB’nin tayini i¢in herhangi bir 6n deristirme
islemine ihtiya¢ duyulmadan basit, hizli, dogru, duyarli ve kesin voltametrik yontemler
gelistirilmistir. Bu ¢alismada gelistirilen voltametrik yontemlerin alt tayin siirlarinin
literatlirde bulunan spektrofotometrik ve kromatografik yontemlere oldukca yakin ya da
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Gelistirilen voltametrik yontemler tablet formundaki

ilaglarda etken madde tayinine basariyla uygulanmistir. Voltametrik yontemler kolay ve

121



ucuz bir yontem olmasi nedeniyle literatiirde bulunan ve daha karmasik, daha pahali
cihazlarin kullanildig1 ve isletim maliyetlerinin yliksek oldugu kromatografik ve

spektrofotometrik yontemlere alternatif olabilir.

Bu ¢alismada MKB ve RBK’nin proteinlere baglandig1 voltametrik ¢alismalarla kabaca
gosterilmistir. Bu sonuglardan da goriildiigii gibi, elektrokimyasal c¢aligmalar
kromatografik ¢alismalar gibi sadece nicel tayin i¢in degil ilag etken maddelerinin etki
mekanizmalarinin, biyolojik ortamlarda bulunan farkli tiirler (protein gibi)

etkilesimlerinin incelenmesi i¢in de kullanilabilecegi goriilmektedir.

RBK ve MKB i¢in elektrokimyasal caligsmalarin sonuglari, ileride yapilmasi diisiiniilen,
degisik spektrofotometrik yontemlerin sonuglari ile birlestirilerek s6z konusu ilag etken
maddeler ile ilgili baglanma katsayisi, baglanan fonksiyonel gruplarin sayisi, baglanma
mesafesi, etkilesimin termodinamigi gibi baz1 teorik hesaplamalar yapilarak
farmakolojik c¢alismalarda biyolojik ac¢idan Onemli olan baglanma mekanizmasi

aydinlatilabilir.
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Cizelge 5.1 RBK tayini i¢in literatiir 6zeti
Yontem Caliyma ortamu Dogrusal calisma arahigi  LOD, LOQ Uygulama* Referans
HPLC-VIS Lichrospher CN (5 pm) MZ-Analysentechnik (250 x 34,6 mm 1.D.) 15-153 ng /mL LOQ: 15 ng/mL Serum Hartter vd. 2000
273,226 nm Asetonitril, potasyum fosfat tamponu (0,008 M, pH 6,4) (50:50, h/n)  0,04-0,4 uM 0,04 uM
HPLC-UV Varian ters faz ResElut Cg kolon (150 x 4,6 mm L.D., 5 um) 50-1000 ng/mL LOD: 15 ng/mL Edronax tablet Raggi vd. 2002
230 nm Asetonitril-pH 2,6, 11,3 mM tetra- metilamonyum perklorat ¢ozeltisi ~ 0,1-2,4 uM 0,04 uM Serum
(40:60, v/v) LOQ: 45 ng/mL
0,1 uM
Spektro- Dérdiincii tiirev spektrofometrik tayin 20-100 pg/mL LOD: 7 ug/mL Edronax Raggi vd. 2002
fotometrik RBK metanolde ¢6ziiliip, pH 2,5; 50 mM fosfat tamponuyla 48,8-244,2 uM 17,1 uyM
seyreltilmistir. LOQ: 20 pg/mL
Dogrudan UV: 206, 274 nm’de iki tane pik kaydedilmistir 48,8 uM
Dordiincii tiirev UV: 282 ve 287 nm’de okunan pik degerleri
arasindaki fark alinmigtir
HPLC-UV (250x4,6 mm 1.D., 5 um) Nucleosil 100-5-Protect 1 5-1000 ng/mL - Serum Frahnert vd. 2003
25 mM potasyum dihidrojenfosfat (pH 7,0)-asetonitril (60:40) 0,01-2,4 uM
HPLC-MS Chromolith Speed ROD C18, 50 mm x 4,6 mm, 5 pm. Metanol ve 10-1000 ng/mL LOQ: 1,43 ng/mL Serum Kirchherr vd. 2006
5mM asetik asit, pH 3,9 0,02-2,4 uM 0,004 uM
HPLC-FL Hypersil 120A (250 mm x 4,6 mm L.D., 5 pm). 10 mmol.L * sodyum  2-500 ng/mL LOD:0,5 ng/mL Plasma Khalil, 2010
asetat tamponu (pH 3,5)-tetrahidrofuran-asetonitril (55:35:10, h/h/h) ~ 0,01-1,2 uM 0,001 uM
LOQ:1,7 ng/mL
0,004 uM
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Cizelge 5.2

MKB tayini i¢in literatiir 6zeti

Yontem Calhiyma ortamu Dogrusal calisma arahigi  LOD, LOQ Uygulama* Referans

HPLC-UV Supelcosil LC-18 (120mm, 4,6 mm, 5 mm) kolon 3% Amonyum- 45,45-500 ng /uL LOD: 10,37 ng/uL  Auromid tablet  \Vujic vd. 2009
etanol ve asetonitril (169,1-1860,53 uM) (38,59 uM) Serum

HPLC-UV LiChrospher 60 RP-select B kolon (250mmx4 mm, 5 pm) 35% 2,5-1000 ng/mL LOQ: 2,5 ng/mL Plazma Malfara vd. 2007
asetonitril metanol karigimi (92:8, h/h) ve 65% of 0,25 mol/L (0,01-3,7 uM) (0,01 uM)
sodyum asetat tamponu, pH 4,5

HPLC-UV Nucleosil 100 C18 analitik kolon (5 pum tanecik boyutu, 125 x 4 mm)  20-2500 ng/mL LOQ: 10 ng/mL Aurorix tablet Plenis vd. 2007
Asetonitril-su (25:75, h/h) 85% ortho-fosforik asit ile pH 2,7°ye  (0,074-9,30 uM) (0,037 uM) Plazma
ayarlanmis

HPLC-UV Waters XTerra RP18 kolon (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) 10 mM  0,02-5,00 mg/L LOD: 0,005 mg/L Auromid tablet  Rakic vd. 2007
KH,POy,, 1% trietilamin (pH 3,9) ve asetonitril (83:17, h/h) (0,074-18,60 uM) (0,019 uM) Plazma

HPLC- ODS kolon (250 mm x 4,6 mm, 5 um) 15,6-2000 ng/mL LOQ:15,6 ng/mL Aurorix tablet Amini vd. 2004

UV-VIS 5 mM NaH,PO, — asetonitril - trietilamin (1000:350:10 (h/h/h) (0,058-7,44 uM) (0,058 uM) Plazma

HPLC-UV Nova-pak C8 kolon ve 230 nm’de UV tayini. Asetonitril-metantol- 50-2000 ng/mL LOQ: 10 ng/mL Aurorix tablet Misztal vd. 2002
0,067 M fosfat tamponu pH 2,65-0,4% trietilamin (0,19-7,44 uM) (0,037 uM) Plazma

HPLC-MS C18 kolon (50mmx4,6 mm) Metanol 5mM asetat tamponu (pH 3,9) 100-10000 ng/mL LOQ: 5,7 ng/mL Serum Kirchherr ve

(0,37-37,21 uM) 0,021 uM) Kiihn-Velten 2006

HPLC-MS Nova-Pak phenyl kolon (Waters, 4 pm,150x32 mm ILD.) 0,2 M 0,01-5,2 pg/mL LOQ: 0,01 pg/mL Plazma Hoskins vd. 2001
amonyum format tamponu (pH 3,57) ve asetonitril (0,037-19,35 uM) (0,037 uM)

Spektro- Lewis bazi: MCB, Lewis asidi: Kloranilik asit, 526 nm 4-36 mg/100 mL - Aurorix tablet Adikwu ve

fotometrik (148,8-1339,6 uM) Ofokansi 1997

Potansiyo- MKB segici membran elektrot 1-1000 pM 0,3 uM Tablets Stefan vd. 1996

metrik
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